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Leggyakrabban hasznalt roviditések
jegyzéke

Bkl - bakterioklorofill

Bfeo - bakteriofeofitin

AG - szabadenergia-kiilénbség

E., - kbézépponti redoxpotencial
EDTA - etiléndiamin-tetraecetsav

FEP - Free Energy Pertubation method

- szabadenergia perturbécié modszere

L, M, H - a bakterialis reakciécentrum fehérje alegységei
LDAO - laurildimetilamin-N-oxid, ikerionikus detergens
LIE - Linear Interaction Energy method

- linearis kolcsonhatasi energidk modszere

LHI - egyes fénybegy(ijt6 antenna-rendszer
LH II - kettes fénybegy(ijt6 antenna-rendszer
MD - molekuladinamika

MM - molekulamechanika

P, P*, P™ - bakterioklorofill dimer (elsédleges donor)

Q4, Qp - els6dleges és masodlagos kinon
RC - fotoszintetikus reakciocentrum



Tris - 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propandiol
Triton X-100 - oktilfenol-polietilénglikol-éter, neutralis detergens

UQqo - ubikinon-10, 2,3-dimetoxi-5-metil-6-[10-izoprenoid|-1,4-benzokinon



1. fejezet

Bevezetés

A fotoszintézis az alapvet§ anyagcsere-folyamatok egyike. A fotoszintetizalé organiz-
musok (baktériumok, algdk, magasabb rendd zold novények) fényenergiat alakitanak at a
szabadenergia egyéb (redoxpotenciél, ion- és proton elektrokémiai potencial, valamint fosz-
fatpotencial) formaiva, amelyek kozvetleniil alkalmasak a sejt életfolyamataihoz sziikséges
energia fedezésére, valamint raktarozaséra. Ezek a szervezetek nem csupan magukat latjak
el energiaval, hanem az Gket fogyasztd organizmusokat is. Ezzel tovabbi él6lények szaméra
is taplalékforrasul szolgalnak, egészen a taplaléklanc végét jelents cstucsragadozokig. A
fotoszintetikus folyamatok alapvetéen két f6 csoportra oszthatok: fényreakcidokra és sotét-
reakciokra. A fényreakciokban a sotétreakciok energiaforrasai képzédnek (ATP [Adenozin
Tri-Foszfat| és redukalt koenzimek), amelyek lehetévé teszik, hogy a kiilonboz6 biokémiai
anyagcsere-folyamatok (sotétreakciok) lancolatan keresztiil nagy energiaértéki szénhidra-
tok keletkezzenek. A fényreakciok a foton abszorpciojat kovetSen fehérjébe agyazott, spe-
cidlisan orientalt pigmentek kozremiikodésével mennek végbe. A zold névényekben, ahol a
fotoszintézis az eddig ismert legnagyobb hatékonysaggal valosul meg, a fényreakciok soran
NADPH (redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat) és ATP termelddik. Ezen folya-
matban két egymaéstol jol elkiilonithets fotokémiai rendszer (egyes [PSI| és kettes [PSI]]
fotokémiai rendszer) vesz részt. A PSII-hoz kapesolodd komplex egyediilalldo modon képes a
viznek protonokké és molekularis oxigénné valo fényindukélt elbontéséara, mikézben redu-
kalo ekvivalensek lancolatan keresztiil az energia egy része proton elektrokémiai potencial
forméjaban raktarozodik. Ez a potenciadl az ATP szintézisének energiaforrasaul szolgal.
Az energia masik hanyada &tkeriil a PSI-re, ahol djabb foton abszorpcidja révén valik a
folyamat teljessé a NADP redukciojat eredményezve.

A fotoszintetikus energiaatalakitas folyamatai baktériumokban lényegesen egyszertib-
bek, mint a magasabbrendd zo6ld névényekben. Baktériumokban, a z6ld névényektdl elté-
réen, csak egyetlen fotokémiai rendszer (benne a fénygytijté antenna és a reakci6centrum
fehérje-pigment komplex) miikodik. A z6ld novények linearis, részben ciklikus elektron-
transzportlancaval szemben a baktériumoké egyetlen ciklusboél all, melynek soran a re-
akciocentrumban (RC) keletkezett toltéspar stabilizalodik. A biborbaktériumok RC-a a
z6ld novények PSII fotokémiai rendszerével mutat nagy mértéki hasonlésagot. A fényab-
szorpciot kovetGen a RC bakterioklorofill dimérje (P) gerjesztett szingulett allapotba kertil
(P*). Az alapallapot és a gerjesztett allapot kozotti energiakiilonbség megegyezik az el-
nyelt foton energidjaval. Ez Rhodobacter sphaeroides esetén 1380 meV [1|. Az elektronnak
a primér donorrol a bakteriofeofitinre (Bfeo) juttatasat a bakterioklorofill monomer segiti
a primér donor és a bakteriofeofitin, mint akceptor elektronfelhinek atlapolaséaval. Ezutén
az elektron alaguteffektussal jut at az elsédleges kinonra, a peptidvaz magrezgései, illetve
az athidalo molekulék (az M252-es triptofan és az M218-as metionin |2, 3]) segitségével. A



fotont abszorbeald RC-ok tobb, mint 98%-a eljut ebbe az allapotba, vagyis a fotoszintézis
kvantumhatésfoka majdnem egységnyi. Ezzel szemben a fényfelhasznalas energia-hatésfoka
joval kisebb, mindossze 30-40 %-o0s, mivel az energia 60-70 %-a elvész az elektronnak a nem
fehérje természetii kofaktorok kozotti vandorlas soran. A legnagyobb energiaveszteséggel
jaro folyamat az elsGdleges kinon (Q,) redukéalodasa, ezzel egyiitt ez a lépés sziikséges in
vivo koriilmények kozott a toltésszétvalasztas irreverzibilissé tételéhez.

A Rhodobacter sphaeroides biborbaktérium RC-a az els6dleges kinon mellett egy masik
kinonmolekulat is tartalmaz (mésodlagos kinon, Qp). A két kinon kémiai szempontbol
azonos (UQ1p), mégis a redox- és a kotési tulajdonsagaik eltérést mutatnak [4]. Ennek
oka a fehérjekornyezetiik kiilonbozosége [5]. Az elsédleges kinon erésen hidrofob kornyezet-
ben helyezkedik el, és a RC egyik fehérjealegysége (H-alegység) elszigeteli a vizes fazistol.
Emiatt a kinon nem tud protont felvenni a redukciét (elektronfelvételt) kévetSen. A Q4
fiziologias koriilmények kozott egyszeresen redukalhato, kétszeresen redukalt formaja csak
extrém magas fényintenzitas és erésen redukald korillmények kozott figyelhets meg [6]. Az
els6dleges kinon a kornyez& aminosavakkal és a szerkezeti vizekkel tobb hidrogénhid kotést
tud kialakitani, és ezaltal igen erésen kotédik a RC-hoz, onnan csak drasztikus eljarassal
tavolithato el [7]. A Q4/Q} redox par kozépponti redoxpotencialjat nemcsak a fehérje-
kornyezettel kialakitott sztérikus és elektrosztatikus kolcsonhatas befolyasolja, hanem a
RC-fehérje és a lipid-membran kozotti kolesonhatas is.

A maésodlagos kinon fehérjekornyezete ezzel szemben szadmos polaros aminosavat tartal-
maz, melyek elektrosztatikus tere lecsokkenti a Qp energidjat. A kinon allapotban lazan
kotsdik a RC-hoz, konnyen levéalaszthato, vagy inhibitorral (pl. o-fenantrolin, terbutrin,
stigmatellin) helyettesithets [8]. Ezzel szemben a szemikinon formaja nagyon stabil, 1012-
szer hosszabb élettartamt a RC-ban, mint oldatban [9]. In wvivo koriilmények kozott a
QB/Qp par kozépponti redoxpotencialja 60 mV-tal pozitivabb, mint a Q4/Q paré (pH =
8,0) [10]. A mésodlagos kinon teljes redukcioja a RC-ban is végbemegy, amely két elektro-
nos, és ehhez csatoltan két proton felvétele jarul. Az igy képz&dott dihidro-kinol kénnyedén
levalik, helyébe a membran szabad kinonjainak egyike lép [9, 11].

A gerjesztett dimér, a fotokémiai reakcié mellett, foton kibocsatasaval is visszajut-
hat az alapallapotba. A bakteridlis RC fényemisszioja kétféle lehet: prompt és késleltetett
fluoreszcencia. Mivel mindketts a P* gerjesztett allapot, és a P alapallapot kozotti at-
menetbdl ered, igy spektralisan nem lehet megkiilonboztetni egymaéstol. Intenzitasuk és
id6beni lecsengésiik ellenben alapvetGen kiilonbozik: mig a prompt fluoreszcencia a ger-
jesztés utan néhany nanoszekundumon beliil lecseng, addig a késleltetett fluoreszcencia
mindaddig megfigyelhets, mig a visszreakciok ( a PTBfeo™ — P*Bfeo, a PTQ, — P*Qu
és a PTQp — P*Qp) taplaljak [12], és intenzitdsa nagysagrendekkel kisebb a prompt flu-
oreszcencianal. A késleltetett fluoreszcencia lecsengésének sebességéllanddja megegyezik a
toltésszétvalasztott allapotok toltésrekombinécids folyamattal vald elttinésének sebesség-
alland6javal, ami azt bizonyitja, hogy a késleltetett fluoreszcencia szivargésboél szarmazik
[13]. A milliszekundumos tartoméanyba esé késleltetett fluoreszcencia és a prompt fluo-
reszcencia intenzitasviszonyai alapjan meg tudjuk hatarozni a PTQ toltésszétvalasztott
allapot abszolat szabadenergia-szintjét a gerjesztett dimér szabadenergia-szintjéhez képest
[14]. Ezt més modszerrel csak kozvetve és sokkal kisebb pontossaggal lehet megtenni. Mivel
a disszertacioban a Qa/Q redox par kézépponti redoxpotencialjat befolyasolo tényezék
feltérképezését és megvizsgalasat tiiztem ki célul, igy a bakteridlis RC 4ltal kibocséatott kés-
leltetett és prompt fluoreszcencia mérése az altalam alkalmazott kisérleti spektroszkopiai
mobdszerek koziil kozponti szerepet kapott.



2. fejezet

Irodalmi attekintés

2.1. Fotoszintetizidlé biborbaktériumok

A biborbaktériumok fotoszintézisre képes proteobaktériumok. Viszonylag konnyt nevel-
het@ségiik, szaporasaguk, valamint a sejtmembranba agyazott fotoszintetikus fehérjéiknek
egyszeriibb preparalhatosaga a fotoszintézis-kutatas egyik kedvelt alanyava teszik &ket.
OrokitGanyaguk egyetlen kettdsszala, gytiri alaka DNS, igy muténs tenyészetek létreho-
zésa is konnyebb feladat, mint a magasabbrendii szervezetek esetében, ahol a fotoszinte-
tikus apparatus felépitésében szerepet jatszik mind a zoldszintestben, mind a sejtmagban

lévé DNS.

2.1 abra. Rhodobacter sphaeroides biborbaktérium elektronmikroszkoéppal készitett
képe. Nyilakkal jeloltiik a sejtmembran betdrsdéseit, illetve a beftiz6dott kettds lipid-

réteggel hatarolt, apro, gomb alaka vezikulumokat.

A biborbaktériumok prokariotak, igy maghartyaval koriilhatarolt sejtmagjuk nincs. A
sejten beliili membranrendszert a sejtmembran bettir6dései alakitjak ki. Ennek a bels§
membranrendszernek két, intracitoplazmatikus (citoplazma fel6li) és extracitoplazmatikus
(sejtfelszin feldli) felszine van. Mivel a sejtben ez az egyetlen membréanrendszer (ellentétben



az eukariota (sejtmaggal rendelkezs) szervezetekkel, ahol a kiilonb6z6 sejtalkotok memb-
ranjainak integralis fehérjéi funkcionalisan is megosztottak), ezért ebben egyiittesen benne
vannak a fotoszintetikus apparatussal, illetve a légzési lanccal kapcsolatos kiilonbozd fe-
hérjék és enzimek. Ezt az intracitoplazmatikus membrant kromatoforanak is nevezziik (2.1
abra.).

A biborbaktériumok fotoszintetikus apparatusa moduléris felépitési. A kettds lipid-
réteghe agyazodik be az a legkisebb szerkezeti egység, amely még képes a foton energi-
ajat atmeneti allapotokon keresztiil stabil toltéspar szabadenergiajava atalakitani. Ezt a
fehérjékbdl, pigmentmolekulakbdl és elektron-, illetve protonakceptorként miik6ds kinon-
molekulakbol felépiils egységet reakcidocentrumnak (RC) nevezziik. A RC-ot antenna-
rendszer veszi kortl (2.2 abra).

2.2 abra. A bakterialis reakcidcentrum és az azt koriilvevd antenna-komplex. Jelo-
lések: RC - reakciocentrum, LH-I - egyes fénybegytjté rendszer, LH-II - kettes fény-
begytijté rendszer. (A kép a Theoretical and Computational Biophysics Group, II-
linois Allami Egyetem web-oldalan talalhato: http://www.ks.uiuc.edu/Research/

psu/psu.html)



A kettes fénybegytijté rendszer (LH II) a periférikus antenna-rendszer, melynek fel-
adata a fény elnyelése, és a gerjesztett allapot adtadésa az egyes fénybegytjté rendszer (LH
I) és a RC alkotta komplex szaméara. A kozeli infravoros tartoményban két darab abszorp-
ciés csuccsal rendelkezik 802 és 854 nm-nél. Maga a pigment-fehérje rendszer kilenc-foki
szimmetriaval rendelkezik, véltakozva tartalmaz « és (8 polipeptideket, melyekhez Ossze-
sen 27 darab bakterioklorofill-a és 18 darab karotinoidmolekula kétédik. Atomi feloldéast
haromdimenzits felépitését 1995-ben sikeriilt megallapitani rontgendiffrakcié segitségével
[15, 16, 17].

Az LH I rendszer a mag antenna-rendszer, mely a RC-ot Oleli koriil. Feladata a fény
begytjtése, illetve az LH I altal dtadott gerjesztett allapot tovabbitésa a RC bakteriokloro-
fill dimérje felé (pontos leirasat lasd. a késébbiekben). Az LH I-nek egy darab abszoprcios
csiicsa van 855 nm-nél, mely megegyezik a RC bakterioklorofill dimérjének abszorpcios
cstucsaval. Haromdimenzios szerkezetének atomi felolddsti meghatérozasa eddig még nem
jart sikerrel, de 2003-ban 4,8 A-6s feloldast strukturalis felépitést sikeriilt meghatarozni
a RC-LH T komplexrdl rontgendiffrakeio segitségével [18]. A rendelkezésre all6 rontgen-
kristalytani és spektroszkopiai adatok alapjan a felépitése hasonlé az LH II-hoz |19, 20].
Az LH I antenna-rendszer molekulai és a RC bakterioklorofill dimérje kozotti tavolsag 46

Al

2.1.1. Bakterialis reakcidécentrum

A RC létezését mar 1932-ben feltételezték [21], de spektralis bizonyitékot csak 1952-ben
talaltak ra [22], és az 1970-es években sikeriilt el@szor izolalni a Rhodobacter sphaeroides
biborbaktériumbol |23, 24].

H. Michel-nek 1982-ben sikeriilt Rhodopseudomonas viridis RC-bol kristalyokat elGalli-
tani [25], és az azokon méar elvégezhets rontgendiffrakcios vizsgalatok segitségével megha-
taroztak a RC szerkezetét 3,0 majd 2,3 A-6s atomi feloldassal [26, 27, 28], melyért 1988-ban
Michel, Deisenhofer és Huber Nobel-dijat kapott.

A Rhodobacter sphaeroides RC-anak szerkezetérdl jelenleg 28 kiilonbozé felépitési adat-
fajl talalhato a brookheaveni fehérje adatbankban (RCSB PDB Protein Data Bank http:
//www.pdb.org). A vadtipuson kiviil megtalalhatoak kiilonb6z6 mutansok |29, 30, 31, 32|,
lipid molekuldkat tartalmazo [33], Cd?+ és Zn?* ionokkal [34] gatolt szerkezetek is. Két
strukturat kiilon is meg szeretnénk emliteni, melyek kodjai: 1ALJ (a vadtipus sotét adaptalt
(neutralis) szerkezete, 2,6 A-6s atomi feloldassal), és 1AIG (a vadtipus megvilagitott (tol-
tés szétvalasztott allapot) szerkezete, 2,2 A-6s atomi feloldassal) [35]. Ezen szerkezeteket
hasznéaltuk fel kiindulédsként a kvantumkémiai szamitésainkhoz.

Mivel a vizsgélatainkat Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 vadtipusan és muténsain, vala-
mint Ga vadtipusan és mutansain végeztiik, ezért a tovibbiakban ezen RC-ok szerkezeti
felépitését fogjuk ismertetni. A vadtipusi RC harom fehérjealegységhdl épiil fel, melyeket
elektroforetikus mobilitasuk alapjan becsiilt, egymashoz viszonyitott molekulatomegeik an-
gol elnevezésének kezddbettjével L, M és H-val jelolik (light, middle és heavy).



2.3 abra. A Rhodobacter sphaeroides biborbaktérium fotoszintetikus RC-anak vazmo-

dell (baloldal) és szalagmodell (jobboldal) abrazolasa. Az abra a brookheaveni Protein
Data Bank 1AIlJ jeli struktiraja alapjan késziilt a Rasmol abrazolé program segitsé-
gével. Jelolések: sotétkék szin: H-alegység, vilagoskék szin: L-alegység, z6ld szin: M-
alegység, sarga szin: (a baloldali 4bran) nem fehérje tipusi kofaktorok. A jobboldali
abran a RC 11 a-hélixét lathatjuk.

Ez az elnevezés azonban megtéveszts, mivel valojaban a H-alegység a legkisebb (27,4
kD), amelyre a RC aminosav sorrendjének meghatéarozasaval deriilt fény [36]. A H-alegység,
mivel kevésbé hidrofob, ezért az SDS poliakrilamid gélen kisebb elektroforetikus mobilitast
mutatott, igy molekulatomegét nagyobbnak vélték, mint az M- és az L-alegységét. Az
utobbiak molekulatomege 31,3 és 34,3 kD (2.3 abra).

Az L- és M-alegység 25-35 %-os szekvencialis homologiat mutat, aminosavjainak 70 %-
a apoléros, és mindkettében 5-5 transzmembran a-hélix van, melyek koziil 2-2 kiilonosen
szorosan kapcsolodik egymashoz |37, 38, 39, 40].

Az LM-komplex stabilitasat egy nem-hem tipust Fe?T ionnak a négy a-hélix egy-egy
hisztidinjével (L190, L230, M219 és M266), valamint az Glu™ 232 aminosavval, mint kétfogi
ligandummal képzett hat koordinacios kotése biztositja [5].

A H-alegységnek egy darab transzmembréan a-hélixe van, globularis szerkezett, és az
LM-komplex citoplazmikus oldalahoz kétédik, lezarva ezzel a két kinon koétShelyet. A H-
alegység eltavolitasa a két kinon kozotti elektrontranszfer gatlasat eredményezi [41, 42].
A RC periplazmikus (extracitoplazmikus vagy sejtkiils§) oldala (2.4 abra) a méasodlagos
elektrondonorként miikods, globularis szerkezet, vizoldékony citokrém co dokkoldhelye.

A harom fehérjealegységen kiviil nem fehérje természetd, tgynevezett kofaktorok is
részt vesznek a RC felépitésében: 4 db bakterioklorofill (két bakterioklorofill van der Waals
kolesonhatasban van és atlapolo elektronfelhSkkel dimért alkotva képzik a primér donort
(P), mig a mésik ketts (Bkl) a dimértsl mintegy 5 A tavolsdgban helyezkedik el majdnem
tokéletesen szimmetrikusan), 2 db bakteriofeofitin (Bfeo), 2 db kinon (Qa, Qg), és a
korabban mar emlitett 1 db nem-hem tipust vas (Fe?t) (2.4 4bra).
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2.4 abra. A kofaktorok elhelyezkedése, az elektron és proton tutja a biborbaktériu-
mok fotoszintetikus reacidkcentruméban. Folytonos (piros) nyilakkal az eléreiranyuld
elektrontranszfert, szaggatott (piros) nyilakkal a toltésrekombinécié utvonalat jeldl-
tiik. Az iranyitott protontranszfert, illetve a masodlagos kinon atfordulasat a (kék)
nyilak jelolik. [43]-ban kozolt abra alapjan késziilt az 1ALJ struktira felhasznalasaval
[35].

A kofaktorok az LM-komplex hidrofob magjaban két, az A illetve a B elnevezésii ag
mentén helyezkednek el, és tiikorszimmetriat mutatnak a vasatomon és a diméren dtmend,
a membranra mersleges sikra nézve. A 2.4.1 és a Ga vadtipusokban jelen van még egy
karotinoidmolekula, amely a B-agban 1évé Bkl monomerrel van der Waals kolcsonhatéast
létesit. Ez a karotinoidmolekula a primér donor triplett allapotanak kioltasaval hatékonyan
megvédi a RC-t a roncsolo fotooxidaciotol [44].

A Rhodobacter sphaeroides-ben az els6dleges és a masodlagos elektron akceptorok kémi-
ai szempontbol azonos kinonmolekulak (ubikinon-10 (2,3-dimetoxi-5-metil-6]10-izoprenoid|-
1,4-benzokinon), UQy).

A szimmetria azonban nem tokéletes, ugyanis az A és B ag funkcionalisan aszimmetriat
mutat: fiziologias koriilmények kozott az elektrontranszfer az A 4g mentén legaldbb hisszor
nagyobb hatékonysaggal megy végbe, mint a B agban [45]. Ennek lehetséges okai kozott
szerepelhet 1) a dimér aszimmetridja (a tetrapirol-gytriik egyike nem tokéletesen sik), 2)
a szomszédos kofaktorok elektronfelhdinek kiilonbo6z8 mértékd atlapolasa a két dgban (az
A agban kozelebb van a Bkl a P-hez és a Bkl a Bfeo-hoz), 3) a fitil (Bkl és Bfeo) és az
izoprenoid lancok (kinon) aszimmetriaja, 4) a polaros aminosavak kiilonb6z6 eloszlasa a két
agban, valamint 5) a vasionnak nem tokéletesen szimmetrikus helyzete a kinonmolekulak
kozott (koriilbeliil 2 A-mel kozelebb helyezkedik el a B agban 1év6 kinonmolekulahoz).

2.1.2. Elektrontranszfer a bakterialis reakciocentrumban

A fényabszorpciot kovetGen a RC bakterioklorofill dimérje (P) gerjesztett szingulett
allapotba keriil (P*). Az alapallapot és a gerjesztett allapot kozotti energiakiilonbség meg-
egyezik az elnyelt foton energidjaval. Ez Rhodobacter sphaeroides esetén 1380 meV [1].
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2.5 abra. Az elektrontranszfer kinetikai és energetikai jellemz6i Rhodobacter sphearoi-
des RC-ban pH = 8,0-nal. A PQ alapallapot, valamint a toltésszétvalasztott allapotok
szabadenergia-szintjei a gerjesztett dimér szintjéhez képest vannak megadva. A folya-
mat részletes targyalasat lasd a szdvegben.

A gerjesztett allapotbol az elsé jol elkiilonithets toltéspar (PTBfeo™) kozel 3 ps alatt
képzodik. Az elektronnak a primér donorrél a bakteriofeofitinre juttatasat a bakterioklo-
rofill monomer segiti a primér donor és a bakteriofeofitin, mint akceptor elektronfelh&inek
atlapolasaval. Ezt a kvantummechanikai jelenséget szuperkicserélédésnek vagy alagutef-
fektusnak nevezik [43, 46]. Ezt felhasznalva Nagarajan és mtsai. nem-adiabatikus [47],
Woodbury és mtsai. adiabatikus [48] kozelitésben irték le a Bkl monomer szerepét. A leg-
tjabb vizsgilatok a monomer aktiv részvételét mutatték ki az elektrontranszfer-lancban.
Arlt és mtsai. [49] a RC-ok dominans részében (77%) 2,3 ps, a kisebb hanyadban (23%)
7 ps életideji komponenst azonositottak a PTBkl™ toltésparral. Az elektron ezutan mind-
két frakcioban 0,9 ps alatt jutott a bakteriofeofitinre. Az az érdekes helyzet jellemzi az
elektrontranszfer legkorabbi szakaszat, hogy egy gyors lépést (P* — PTBkl™) egy még
gyorsabb lépés (PTBkl™ — PTBfeo™) kovet. Ez azért szokatlan, mert az elektrontransz-
fer kés6bbi szakaszainal az elektron atadas sebessége 1épésrol 1épésre csokken. Kolbasov és
Scherz [50] az aktiv (A) és az inaktiv (B) agban lévé bakterioklorofill monomer és dimér
kozotti kolesonhatést vizsgélték, és azt talaltak, hogy az aktiv dgban 3 nagysagrenddel
nagyobb volt a kdlcsonhatasi energia.

A kialakult toltéspéar tovabbi, egyre lassuld elektronatadasi lépésekkel stabilizalodik. A
bakteriofeofitin 80-320 ps alatt redukalja a Q4 elsGdleges kinon akceptort, ezzel 1étrehozva
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a PTQ} toltéspart [51, 52]. Ez a folyamat szolgaltatja a legnagyobb szabadenergia-csokke-
nést (AG), ami gyakorlatilag irreverzibilissé teszi a toltésszétvalasztast. A reakcioval jaro
szabadenergia-valtozéast a bakterioklorofill dimér milliszekundumos késleltetett fluoreszcen-
ciajabol hataroztak meg: a gerjesztett dimér szintjéhez képest a PTQ7 allapot szabadener-
gidja -860 + 20 meV (T = 303 K) [14]. Az elektron alaguteffektussal jut at az elsGdleges
kinonra, a peptidvaz magrezgései, illetve az athidalo molekulak (pl. az M252-es triptofan)
segitségével. A fotont abszorbealé RC-ok tobb, mint 98%-a eljut ebbe az allapotba, vagyis
a fotoszintézis kvantumhatéasfoka majdnem egységnyi.

A Qa és Qp kozotti, egyensulyra vezets elektronatadas idejét eleinte 100 ps-ban ad-
tak meg [53|. Késdbb az elektrokrom valtozasok kinetikai méréseibdl azt a kovetkeztetést
vontak le, hogy a 100 ps)~! koriilinek mért kinonok kozotti elektrontranszfer sebesség
csak atlagos értéknek tekinthetd [54]. Szobah&mérsékleten két kinetikai komponens jelen-
létét azonositottak, amelyeket a heterogénnek feltételezett RC konformaécios allapotaihoz
rendeltek. Alacsony hémérsékleten (-20 °C) komponensek sorozatat figyelték meg, igy a
Q41QB <« QaQp elektrontranszfer kinetikajat eloszlasfiiggvénnyel adtdk meg. A kinonok
kozotti elsd elektrontranszfer komponenseinek élettartamarol tovibbra sem voltak egysége-
sek az allaspontok. Fourier transzformécios infravoros spektroszkopiai (FTIR) vizsgéalattal
200 us-os komponenst azonositottak [55]. A szemikinon 398 nm-nél megfigyelhetd elektro-
krom abszorpciovéltozasa alapjan 80 us-os gyors komponenst, és egy meglehetGsen valtozd
200-600 ps-os lasst komponenst észleltek [56]. Utschig és mtsai. [57] 757 nm-nél mérték
a szemikinon elektrokrom abszorpciovaltozasat, és kis amplitudoja (25%) 37 us-os, illetve
10 ps-os [58], valamint nagy amplitadoja (75%) 230 us-os komponenseket azonositottak.
Li és mtsai. [59] az elsGdleges kinon naftokinonos helyettesitésével, valamint Q4 kotshely
kézeli mutans (M265IT) RC alkalmazasaval (melyek segitségével a AGY g, a PTQ,QB
és a PTQ 4Qp allapotok kozotti szabadenergia-kiilonbséget tudtak valtoztatni) sikeresen
azonositottak a PTQ,Qp — PTQaQj elektrontranszfer két komponensét. A kordbban
mar méasok altal leirt 100 ps-os lassabb komponens nem fiigg a AGOAB szabadenergia-
kiilénbségtdl, viszont pH-fliggést mutat pH = 8,0 felett. Az 10 us-os gyorsabb komponens
pH fiiggetlen, ellenben a AGY 5-t6l erésen fiigg: -90-r6l -250 meV-ra véltoztatva a AGY 5
szabadenergia-kiilonbséget, a gyorsabb komponens 29 us-rol 0,2 ps-ra gyorsult. A gyorsabb
komponens ezenkiviil fiigg a Q4 helyen 1év6 kinon izoprén lancanak hosszatol is: novelve
a lanc hosszat, csokken a komponens élettartama. A Qp kotShelyen 1évé kinon izoprén
lancanak mérete nem befolyésolja egyik komponens élettartamanak hosszat sem. Ezekbdl
az az altalanos kovetkeztetés vonhato le, hogy a kinonok kozotti elektrontranszfer izolalt
RC-ban tébb fazisban mehet végbe. A leggyorsabb fazis a direkt elektrontranszfert irja
le, azaz azt az elektront atadast, amely optimalizalt szerkezetben és kornyezetben jatszo-
dik la. Ekkor az elektrontrnaszfer sebessége csak a hajtoerstsl (AGQ}QB—QAQ}}) fligeg. A

lassabb komponensek szerkezeti és proton/ion relaxaciotol fuggnek (ezeket a folyamatokat
tikrozik), és ezért mutathatnak a koriilményektsl ennyire valtozo képet.

Kromatoforan a megfigyelt elektrontranszfer gyorsabb, mint egy izolalt RC-ban: egy
4 ps-os (60%) és egy 80 us-os (40%) komponenst irtak le [60], egyetértésben azzal, hogy
a két kinon kozti kézépponti redoxpotencial-kiilonbség (azaz az elektrontranszfer hajto-
ereje) nagyobb kromatoforaban, mint izolalt RC-ban. Kromatoforaban a kornyezet toltés
és proton-atrendezédésének kisebb szerep jut a kinonok kozti elektrontranszfer meghaté-
rozasaban.
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2.1.3. Kinonok energetikaja, fotociklus

A Rhodobacter sphaeroides-ben a két kinon kémiai szempontbol azonos (UQ1p), mégis
a redox és a kotési tulajdonsagaik eltérést mutatnak [4]. A fehérjekornyezetiik kiilonbo-
z6sége alapjan lehet értelmezni ezen eltéréseket [5]. Az elsGdleges kinon erésen hidrofob
kornyezetben helyezkedik el, és a H-alegység elszigeteli a vizes fazistol. Igy a kinon nem
tud protont felvenni a redukciét kévetGen. Fiziologias koriilmények kozott a Q4 egyszere-
sen redukalhato, csak extrém magas fényintenzitas és erdsen redukéld koriilmények kozott
figyelhet meg kétszeresen redukalt formaja [6]. A kornyezs aminosavakkal és szerkezeti vi-
zekkel tobb hidrogénhid kotést tud kialakitani, és ezaltal igen erésen (AGystesi(UQ4) = 13,1
kcal/mol a Q4 helyre [61]) k6t6dik a RC-hoz, csak drasztikus eljarassal (1-4% LDAO és
1-10 mM o-fenantrolinnal) tavolithato el [7]. Szemikinon alakja nagyon stabil: a redukcios
szabadenergia-valtozas lényegesen pozitivabb a Q4 kotéhelyen, mint apolaros oldészerben
9, 62].

A maésodlagos kinon fehérjekornyezete ezzel szemben szamos polaros aminosavat tartal-
maz (Gluf?12 AspP213, Aspl210 Argl?17 g5 Serl?23), ezek elektrosztatikus tere csokkenti le
a Qp energiajat. A kinon forma lazan kot6dik a RC-hoz (AGigsesi(UQ4) = 11,8 keal /mol a
Qp helyre [61]), konnyen levalaszthato, vagy inhibitorral (pl. o-fenantrolin, terbutrin, stig-
matellin) helyettesithet [8]. Szemikinon forméaja szintén nagyon stabil, 10'2-szer hosszabb
élettartamt a RC-ban, mint oldatban [9]. In vivo kériilmények kozétt a Qp/Qp par ko-
zépponti redoxpotencialja 60 mV-tal pozitivabb, mint a Q4/Q} paré (pH = 8,0) [10].
Ezt a kiilonbséget més mérésekkel is alatdmasztottak. Késleltetett fluoreszcencia méréssel
PTQ,Qp ¢s a PTQ4Qp allapotok kozotti szabadenergia-kiilonbséget 78 + 8 meV-ban él-
lapitottak meg [14], és ezzel 6sszhangban voltak a két allapot lecsengésének kinetikajabol
kapott eredmények is [63, 64]. A méasodlagos kinon teljes redukcioja a RC-ban is végbe-
megy, amely két elektronos, és ehhez csatoltan két proton felvétele jarul. Az igy képzddott
dihidro-kinol kénnyedén levalik, helyébe a membran szabad kinonjainak egyike 1ép [9, 11].

Bar a méasodlagos kinont a primér kinon szabadenergia-cstkkenéssel redukélja, az elekt-
rontranszfer nem spontan megy végbe, hanem 560 meV (termikus) aktivalasi energia sziik-
séges hozza (63, 65]. A Qp redukalasahoz a kortilotte 1évs dipoloknak at kell rendezddniiik,
amely a PTQ7 és a PTQj allapotok kozotti szabadenergia-kiilonbségnél sokkal nagyobb
reorganizacios energiat igényel, és ezt kell a viszonylag nagy aktivalasi energidnak fedezni.

A Q4 felé iranyulo elektrontranszfernek gyorsnak kell lennie, hogy a toltésszétvalasztas
energidja csapdazodjon, és ne kovetkezzen be toltésrekombinécio. A Marcus elmélet sze-
rint [43, 46| az elektrontranszfer sebessége akkor maximalis, ha a reorganizéicios energia
megegyezik a reakcié szabadenergia-valtozasaval. A reorganizacids energiat viszont a po-
laros aminosavak jelenléte noveli, ami az optimumtél valo eltavolodast, ezzel kisebb kinon
redukcios sebességet hoz létre, tehat az optimélis energiacsapdazédashoz és protonszalli-
tashoz kiilonboz6 kornyezet sziikséges. Igy megallapithatjuk, hogy a RC-ban két kiilonbozé
fehérjekornyezetd kinonra van sziikség ahhoz, hogy a protontranszfer is létrej6jjon, és az
energia is jo hatasfokkal csapdéazodjon [66].

A PtQaQp végso toltéspar elektrosztatikus energidja nem alakithato at direkt modon
kémiai energiava, igy ATP szintézisre kdzvetlenil nem hasznalhato. A kemiozmotikus elmé-
let [67] szerint ehhez membranon keresztiili protongradiens sziikséges, amely (foto)ciklusba
szervezGdott reakcidk soraval érhet§ el. In vivo koriillmények kézott az oxidalt dimért Rho-
dobacter sphaeroides esetében mobilis vizoldékony citokrom cy gyorsan (1 ps alatt) képes
redukalni (2.6 abra (1) 1épés). Ezzel a toltésrekombinécio valoszintsége elhanyagolhatova
valik fiziologias kortilmények kozott. A PTQ7, toltéspar kialakulasaval a citoplazmikus ol-
dalon pH-tdl fiiggden a RC szubsztochiometrikus mértékben protonélodik [64, 68, 69, 70|
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(2.6 abra (2) 1épés). A Q,Qp — QaQjp elektrontranszfer hatasara tovabbi (0,1 HT /RC)
protonkotés figyelhets meg (2.6 dbra (3) lépés). A protont a Qp kornyezetében elhelyezkedd
Glul?'2 aminosav veszi fel [71]. A Q4 oxidacidja utan a RC egy része tjabb toltésszétvalasz-
tasra valik alkalmassa, miutan funkcionalis Qg jelenlétében az elektron eljut a mésodlagos
kinonra. A RC-ok maésik részében az elektron a Q4-n marad. A Q4 és Qp kozotti elekt-
ronmegosztast az egyelektronos egyensulyi allando (K.) adja meg, és mivel ez semleges
pH-n igen nagy (K. = 10-15, [53]), a RC-ok tobbségében a masodik fényfelvillanast kovetd
citokrom oxidécio utan két elektron keriil a kinon akceptor-rendszerbe (Q,Qz) (2.6 ébra
(4) lépés).

hv

(O

cyt. &

2.6 abra. A kinon redukcios ciklusa Rhodobacter sphaeroides RC-aban [71]. A cit co
donor fénygerjesztést kovetSen redukilja a bakterioklorofill dimert (D) (1. lépés). A
2. és 3. lépésben a RC redox allapotatol fliggéen szubsztéchiometrikus mennyiségt
protont kot meg. Egy tjabb gerjesztést kovetGen (4. lépés) a Qp a citoplazmabol
felvesz egy protont, aminek hatésara a 2. elektrontranszfer végbemegy (5. lépés). A
Qp masodik protonjat a Glul?'2-tel veszi el, ami a 2. és 3. lépésekben tjra potlodik
(6. lépés). Végiil a keletkezs dihidro-kinol levalik, és helyére egy 4j kinon kot be (7.
lépés).

A masodik elektron atvitele csak a szemikinon protonalodéasa utan megy végbe [72], in vivo

15



kortilmények kozott a szemikinon nagyon gyors egyensulyi protonaciéjat koveti a lassabb
elektrontranszfer (proton-aktivalt elektrontranszfer |73, 74, 75]). A RC a protont a cito-
plazmikus fazisbol (bulk) veszi fel (2.6 abra (5) lépés). A Qp a mésodik protonjat viszont
nem az oldatbol veszi fel, mint azt sokaig gondoltak, hanem a Glu?1? altal a 2. és 3. 1épés
soran megkotott proton jut a Qp-re [71] (2.6 abra (6) lépés). Ezzel a lépéssel a RC ere-
deti toltéseloszlasa helyreall. A reakcié eredményeképpen dihidro-kinol (QpHs) keletkezik,
amely lényegesen lazabban kotddik a RC-hoz, mint a szemikinon, levalik, és helyét a kinon
raktarbol egy masik kinon foglalja el (2.6 abra (7) lépés) [11]. A kinon fotokémiai redox cik-
lusa igen r6vid (1 ms), amelyet a mobilis kofaktorok (citokrom cq) pH-fliggs redox ciklusa
jelentdsen befolyasol [76]. A Qj altal felvett masodik elektron és az ezzel csatolasban allo
protonfelvétel részfolyamatai sokaig tisztazatlanok voltak. Korabban tgy vélték, hogy els-
szor Q AQ2B_ allapot alakul ki, és ezutan kovetkezik mindkét proton felvétele [77]|. KésGbbi
eredmények mar ramutatnak arra, hogy a Q;QgH éallapot bizonyos koriilmények kozott
energetikailag stabilabb [78|. A kérdést végiil Graige és mtsai. [72] hibrid RC-ok (Q4 helyen
naftokinon szarmazékok, Qp helyen ubikinon) vizsgéalataval (driving force assay) dontotték
el, az utoébbi feltevés javara.

2.1.4. Veszteségi folyamatok

Az energiahasznosito folyamatok mellett a gerjesztett allapoti primér donor (P*) vesz-
teségi folyamatok révén is visszakeriilhet alapallapotba. Mivel az el§ rendszerekben, ahol
ahol a komponensek és a folyamatok erdsen csatoltak, az energiahasznosité folyamatok
hatasfoka magas, ezért a veliik versenyezsé veszteségi folyamatok kis valoszintiséggel kovet-
keznek be [12]. A veszteségi folyamatok koziil harom jatszik lényeges szerepet: toltésrekom-
binacio, héleadas, és fluoreszcencia.

Toltésrekombinacid

A PTBfeo™ allapotbol torténd toltésrekombinécio idéallandojat olyan RC-okban lehet
meghatarozni, amelyekben a Q 4-hoz iranyulé elektrontranszfer a Q4 el6zetes redukcidja,
vagy hianya (kinon-mentesités) miatt géatolt. Rhodobacter sphaeroides esetén, szobahd-
mérsékleten a toltésrekombinécid élettartama a redukalt bakteriofeofitinrél csupan 12 ns
[79, 80]. A rekombinécié harom feltételezett aton torténhet: 1) A RC-ok 90%-a a Bfeo™-rol
a P'-ra torténd elektrontranszferrel rekombinalodik. Ez a folyamat hasonlit az elére ira-
nyul6 elektrontranszferhez, ellenben mas molekulapalyak vesznek részt benne. 2) 5-10%-
ban a dimér triplett allapotba keriil, és a rekombinécié onnan kovetkezik be. Alacsony
hémeérsékleten ez a folyamat dominal. 3) A RC-ok elenyészé mennyisége esetében a primér
donor djra gerjesztett allapotba keriil, és onnan jut alapallapotba. Ennek a rekombinécios
atnak a val6szintisége azonban a mutansokban magasabb, ahol a P* gerjesztett allapot és
a PTBfeo™ allapot kozotti szabadenergia-kiilonbség kicsiny [52].

Ha az elektrontranszfer a Q4 és Qp kozott gatolt (pl. inhibitort iiltetiink be a Qp
kotshelyre), akkor a PTQ; toltésszétvalasztott allapot szobahSmérsékleten koriilbeliil 100
ms-os idéallandoval rekombinéalodik [63, 81, 82]. Alacsony hémérsékleten (77 K) ez az
élettartam 30 ms-ra gyorsul [83]. In wvitro koriilmények kozott, igy kisérleteink sorén is, a
toltésrekombinacid valdszintisége megnovekszik, mivel a masodlagos elektrondonor, a vizol-
dékony citokrom co, hianyzik. A PTQp toltésszétvalasztott allapotrol torténd rekombinacié
pH = 8,0-nal, szobahémeérsékleten 1 s [63]. Lathato, hogy ez lényegesen hosszabb rekombi-
nacio6s id6, mint amit a PTQ, allapotban megfigyeltiink. Egy lehetséges magyarazat szerint
a masodlagos kinon koriili nagyszamu polaros csoport, illetve a fehérje belsejébe iranyuld
toltésvezetésre alkalmas it hidnya gatolja a kdzvetlen Qpg-rdl térténs rekombinéciot, igy ez
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indirekt modon, a Q 4-n keresztiil megy végbe [84]. Ha nagyon mély a PTQj csapdaallapot,
akkor direkt visszreakciot is tapasztalhatunk [84].

Amennyiben toltésrekombinaciékhoz kapcsolodo idGtartamokat Gsszevetjiik a kompo-
nenseknek megfelel el6re iranyulo, fotoszintézis szempontjabol hasznos elektrontranszfer
lépésekkel, akkor azt kapjuk, hogy a rekombinacids lépések 2-3 nagyséigrenddel lassab-
bak. Ez a nagy kiilonbség teszi lehet6vé, hogy a stabilizalt, végss toltéspar keletkezésének
kvantumhatéasfoka maximum koriili érték, ennek azonban a stabilizaci6 soran jelentds (60-
70%-0s) energiaveszteség az ara [37].

Holeadas

A dimér gerjesztési energiajat hé forméajaban is leadhatja a kornyezetnek, fokozato-
san a rezgési energiaszintek rendszerén keresztiil. A héleadés mértéke a fotoakusztikus
spektroszkopia segitségével detektalhato, mely technika lehetévé teszi a fényindukalt fo-
lyamatok soran keletkezd térfogat- és entalpia-valtozasok meghatarozasat. A fotoakusztika
egyik kulcskérdése a gerjesztési energia héként felszabaduld részének elvalasztasa a csak
térfogatbeli valtozasokat ado hosszu élettartamiu koztes termékek jelétsl [85, 86]. Maga a
mérési technika hosszu fejlédésen ment keresztiil, napjainkban hangolhaté festéklézereket
hasznélnak gerjeszt6 fényforrasként, és a fotoakusztikus jelek detektélasara a piezoelekt-
romos elven miikéds hidrofonokat alkalmaznak, melyek kozvetlen kontaktusban allnak a
vizsgalt RC mintaval [87, 88, 89, 90, 91]. A kezdeti nehézségek ellenére (a fotoakusztikus
jeleket igen nehéz a szisztematikus hibaktol mentesiteni) a fotoakusztika a fotoszintetikus
folyamatok vizsgalatanak egyik fontos eszkozévé valt.

Fluoreszcencia

A gerjesztett dimér foton kibocsatéséaval is visszajuthat alapéllapotba. A bakterialis
RC fényemisszioja kétféle lehet: prompt és késleltetett fluoreszcencia. Mivel mindkettd a
P* gerjesztett allapot, és a P alapéllapot kozotti dtmenetbdl ered, igy spektralisan nem
lehet megkiilonboztetni egymastol. Intenzitasuk és id6beni lecsengésiik ellenben alapvetGen
kiilonbozik: mig a prompt fluoreszcencia a gerjesztés utan néhany nanoszekundumon beliil
lecseng, addig a késleltetett fluoreszcencia mindaddig megfigyelhetd, mig a visszreakciok (a
P*Bfeo™ — P*Bfeo, a PtQ, — P*Qu és a PTQp — P*Qp) taplaljak [12], és intenzitasa
nagysagrendekkel kisebb a prompt fluoreszcencianal.

Mivel vizsgalatainkban a bakterioklorofill dimér késleltetett fluoreszcenciaja kdzponti
szerepet jatszik, ezért kiilon fejezetben tekintjiik 4t ennek irodalmi hatterét.

2.2. Késleltetett fluoreszcencia

Minden fotoszintetizald szervezet a megvilagitasat kévetGen hosszabb idédvel is képes
fényt kibocsatani. Ezt a késleltetett fényemmissziot elGszor spendtbol izolalt zoldszintesten
sikeriilt Strehlernek és Arnoldnak megfigyelnie 1951-ben [92]. Roviddel ezutén, 1955-ben
Arnold és Thompson [93] azt tapasztaltak, hogy a biborbaktériumok koziil a Rhodospi-
rillum rubrum, a Rhodopseudomonas gelatinosa, és a Rhodopseudomonas palustris is ad
késleltetett fluoreszcencia fényt, de lényegesen kisebb intenzitassal, mint a magasabbrendi
novények és algak.

A kiilonb6zd hullamhosszakon alkalmazott gerjesztés mellett felvett akcids spektrumok
alapjan Goedheer [94, 95| arra a kovetkeztetésre jutott, hogy ezek a spektrumok megegyez-
nek a bakterioklorofill gerjesztett szingulet allapotahoz (mely allapot a megvilagitas végét
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kovetden alakul ki) tartozo emissziés spektrummal. 1965-ben Clayton és Bertsch Rhodop-
seudomonas sphaeroides mutanson végzett mérései [96] szolgaltattak az elsé kézzelfoghatod
bizonyitékot arra, hogy a baktérium &ltal kibocséatott fluoreszcencia fényhez mindenképpen
sziikséges miik6dsképes RC jelenléte, az antenna-bakterioklorofill jelenléte 6nmagaban nem
tanulmany Clayton nevéhez fiiz6dik [97].

Ebben a munkiban Clayton a Chloropseudomonas ethylica zold fotoszintetikus bak-
tériumot vizsgélta. Azt talalta, hogy az emittalt prompt fluoreszcencia két elkiilonithetd
komponensbdl all. Az éllandé nagysagu komponens azon antenna-rendszerhez tartdzo klo-
rofilloktol szarmazik, amelyek nem allnak direkt vagy indirekt médon energiatranszfer kap-
csolatban a RC-okkal. A mésik (a megvilagitas soran valtozo intenzitési) komponens, pedig
a RC elsddleges elektron donorjanak és akceptoranak redoxallapotat tiikkrozi. Emellett a
valtoz6 intenzitasu prompt fluoreszcencia komponens spektruma megegyezett a késleltetett
fluoreszcencia spektrumaval.

Carithers és Parson 1975-ben Rhodopseudomonas viridis kromatoforédn végeztek késlel-
tetett fluoreszcencia vizsgalatokat [98, 99|. Inhibitor (o-fenantrolin) segitségével gatoltak
az els6dleges és a masodlagos kinon kozotti elektrontranszfert, és igy sikeriilt kimutatniuk,
hogy a bakterioklorofill dimér &altal kibocsatott késleltetett fluoreszcencia az elsGdleges
toltésszétvalasztas forditott folyamatabol keletkezik. Redoxtitralas segitségével megallapi-
tottak, hogy a késleltetett fluoreszcencia maximuma Ej, = +420 mV-nal mérhetd [98, 100].
Magasabb potencidloknal a rendszer fotokémiai aktivitasanak csokkenését figyelték meg,
mivel a primer donor méar sététben, a gerjeszt6 fényfelvillanas elGtt oxidalodott. Alacso-
nyabb értékeknél, pedig a membranhoz kétott redukalt allapota citokréomok gatoltdk meg
a késleltetett fluoreszcencia keletkezését a PT flash utani gyors visszaredukalasaval. Ezen
okok miatt kormatoforanal nagyon fontos megadni az aktuéalis redoxpotenciél értékét, mert
csak a prekurzoroknak megfelel§ nagyon sziik sdvon belil mérhetiink késleltetett fluoresz-
cenciat.

A fotoszintetizald szervezetek altal kibocsatott késleltetett fluoreszcencia fény széles
idoskalat (ns-tol a néhany perces idGtartoményig), és nagyon valtozd intenzitast fed le.
A késleltetett fluoreszcencia alapvetSen az oxidald (lyukak) és redukalo (elektronok) ek-
vivalensek (1) populacioitol, (2) csapdamélységétsl és (3) rekombinaciojuk sebességétdl,
valamint azon hatésfokoktol fiigg, amelyek a pigment gerjesztett szingulet allapotanak ki-
alakulasahoz és a fénykibocsatashoz vezetnek [101].

Az 1980-as években Parson és mtsai. kezdtek el foglalkozni a Rhodobacter sphaeriodes
biborbaktérium RC-anak késleltetett fluoreszcencidjaval [14]. Az izolalt RC mintaknal az
egyik f6 nehézséget a fluoreszcencia hatasfoka jelenti, amely rendkiviil kicsiny: 4 £+ 1,5 -
10~% [102]. Ennek ellenére a gerjesztett allapott bakterioklorofill dimér (P*) altal kibo-
csatott késleltetett fluoreszcencia mérése egy nagyon érzékeny modszer a toltésstabilizacid
soran kialakulé redox péarok szabadenergia-szintjeinek kiilonbozd koriilmények kovetkezté-
ben bekovetkezs valtozasanak nyomonkévetésére (62, 14, 79, 103]. A prompt és késleltetett
fluoreszcencia intenzitasainak osszehasonlitasaval, pedig meghatarozhatéva valt a kialakult
stabil toltésparok in situ abszolut szabadenergia-szintjei is [14].

Olyan RC-ban, ahol az elsédleges kinonra torténd elektrontranszfer gatolt, a P*Bfeo
allapot a gerjesztést kovetSen igen hamar (par ps alatt) termikus egyensulyba keriil a
Pt Bfeo~ toltésszétvalasztott allapottal, emiatt a RC-ok igen kis hanyada allandéan a
P*Bfeo allapotban lesz (dinamikus egyenstly). A késleltetett fluoreszcenciat ezek a RC-ok
fogjak kibocsatani, melynek intenzitasabol kozvetleniil meghatarozhato a gerjesztett dimér
és az elsg stabil toltéspar kozotti szabadenergia-kiilonbség (AG). Woodbury és Parson 1984-
ben 160 és 240 meV kozotti AG értéket hatarozott meg [103]. A bizonytalansag oka a mért
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fluoreszcencia intenzitasanak Osszetett idsfiiggésében keresends (legalabb harom kinetikai
komponens van jelen: 3,2; 9,7 és 11 ns-os id6allandokkal).

A masodik stabil toltéspar (PTQ7) kialakulasa ellenben joval nagyobb szabadenergia-
csOkkenést okoz, ezért ennek az allapotnak az energetikaja jelentGsen befolyésolja a foto-
kémiai hatasfok értekét, és az elektronvandorlas kinetikajat. A P* és a PTQ allapotok
kozotti szabadenergia-kiilonbséget a P* allapotnak a PTQ, allapotbdl valo termikus re-
s6dleges és a masodlagos kinon kozotti elektrontranszfer inhibitorral volt gatolva): 860 4
20 meV 303 K homeérsékleten [14, 103|. Késébb Turzo és mtsai. Rhodobacter sphaeroides
esetében pH = 8,0-nal 910 + 20 meV szabadenergia-kiilonbséget hataroztak meg a P* és
PTQ allapotok kozdtt [104]. Osszevetve a PTBfeo™ és a P*, valamint a PTQ, és P* alla-
potok kozotti szabadenergia-kiilonbséget megallapithatjuk, hogy a Bfeo™ és a Q4 kozotti
elektrontranszfer okozza a legnagyobb, ~ 670 meV-os energiaveszteséget.

A késleltetett fluoreszcencia intenzitdsanak hémérsékletfiiggése fontos informaciokat
ad a toltésszétvalasztas termodinamikai paramétereirsl [62, 14, 104]. Ilyen mérések alap-
jan hataroztak meg az elsGdleges kinonra torténd elektronatadas folyamatéahoz kapcsolodd
entalpia-valtozas mértékét: AH = 750 meV a P* energiaszintjéhez viszonyitva [14]. Turzo
és mtsai. pH = 8,0-nal Rhodobacter sphaeroides biborbaktérium izolalt RC-ra AH = 820
+ 40 meV-ot adtak meg a P* szintjéhez képest [104].

A gerjesztett dimér (P*) és a PTQ), toltésszétvalasztott allapot kozotti szabadenergia-
kiilonbséget meghatéaroztik olyan RC-ban is ahol a Q4 ko6tShely nativ ubikinonjat mas
kinonmolekulakra cserélték [62]. Ezek a szubsztituensek megvaltoztattak a Q4/Q} redox
par kozépponti redoxpotencialjat. Az ubikinon potenciéljahoz képest magasabb (reduka-
16bb) potencialt analogokat alkalmazva a P*Q} allapot energiaszintje kézelebb keriilt a
P*-hoz, megnovelve ezaltal a P* termikus repopulacidjanak valdszintiségét, ami a késlel-
tetett fluoreszcencia intenzitasanak novekedését eredményezte. Ezek a kisérletek szintén a
késleltetett fluoreszcencia mérések elényeire mutatnak ra a szabadenergia-szintek megha-
tarozésaban.

Mas kisérleti eljarasokkal szemben (redoxtitralés, protonacios vizsgalatok, toltésrekom-
binécios vizsgalatok) a késleltetett fluoreszcencia mérés egy direkt modszer a RC-on beliil
kialakult stabil toltésparok szabadenergia-szintjeinek a meghatéarozésihoz.
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3. fejezet
Célkittizés

A legfontosabb célom az volt, hogy az els6dleges kinonhoz koézeli aminosavak muté-
ci6javal olyan RC-okat hozzunk létre, amelyekben a Q4 termodinamikai tulajdonsagait
befolyésold, a fehérjekornyezettel kialakitott sztérikus és elektrosztatikus kolcsonhataso-
kat meghatarozhassam, és jellemezhessem. Ehhez a primér donor altal kibocsatott prompt
és késleltetett fluoreszcencia intenzitasainak oOsszehasonlitdséaval meg fogom hatarozni a
P* és a P*’Q;1 allapotok kozotti abszolut szabadenergia-kiilonbséget vadtipust és muténs
RC-okban. Ennek segitségével meghatarozom a Qa/Qy redox par in situ kozépponti re-
doxpotenciéljat adott RC-fehérjében.

A rontgenkrisztallografiai adatok alapjan meghatarozott atomi feloldasa RC szerkezet
lehetGséget nyijt a mutacidk okozta valtozasok termodinamikai jellemzGinek szamitogép-
szimulacioval valo nyomonkovetésére. Dokkolasi szimulécioval meg fogom adni a kinon- és
egyszeres negativ toltéssel rendelkezd szemikinonmolekula kotési szabadenergidjat vadti-
pust és mutans RC-okban, és ennek segitségével becslést fogok adni a Qa/Q redox par
kozépponti redoxpotencialjara. Emellett a szabadenergia perturbacié modszerének segitsé-
gével modellezni fogom az elsédleges kinonmolekula redukélédasanak folyamatat vadtipusia
és mutans RC-okban.

A kardiolipin (difoszfatid-glicerol), mint modell-lipid felhasznalaséval a reakciocent-
rum-fehérje és a lipidkornyezet kozotti kolcsonhatéast fogom vizsgalni. Tanulméanyozni fo-
gom, hogy milyen hatést fejt ki a toltésrekombinéciés folyamatokra, valamint hogyan be-
folyasolja a kialakult toltéspar (PTQ}) szabadenergia-szintjét a gerjesztett primér donor
energiaszintjéhez képest.

Membran fragmentumba (kromatofora) agyazott RC késleltetett fluoreszcenciajanak
vizsgalataval tovabbi informéciokat fogok gytjteni a reakciécentrum-fehérjének és a lipid-
membrannak a Q 4-ra gyakorolt hatasarol. Emellett jellemezni fogom az izolalt kromatofora
altal kibocsatott késleltetett fluoreszcencia lecsengés Gsszetett kinetikajat, valamint az 1j
kinetikai komponens tulajdonsagait.
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4. fejezet

Anyagok és moédszerek

A vizsgalatainkat részben izolalt RC-fehérjében, részben kromatoforan végeztiik. Ezek-
hez a Rhodobacter sphaeroides fotoszintetizaldé biborbaktérium 2.4.1 vadtipusat, a belSle
készitett CYCAL1 citokrom co mentes mutéans [105], és a Rhodobacter sphaeroides R-26 vad-
tipusu torzset hasznaltuk fel. Az elsGdleges kinon akceptor redoxpotencial eltolodasanak
vizsgalataihoz a Rhodobacter sphaeroides Ga vadtipusbdl készitett Q4 kozeli mutansokat
hasznaltunk, melyekbdl izolalt RC-ot tisztitott allapotban Prof. Colin A. Wraight (Uver-
sity of Illinois, Biophysics and Plant Biology Center for Biophysics and Computational
Biology, Urbana-Champaign, Amerikai Egyesiilt Allamok) csoportjatol kaptuk lefagyasz-
tott allapotban. A mutdns RC-okat két csoportra lehet osztani. Egyik résziik az M265-0s
izoleucin reziduum modositasaval késziilt (Kunkel altal leirt eljaras alapjan [106, 107]). Az
izoleucint valinra, szerinre és treorinre cserélték le pontmutécio segitségével [108]|. A masik
csoportot alkotjak az M218-as metionin modositasaval készillt M218MA (MetM218 — Ala)
és M218MG (Met™?2!8 — Glu) mutansok. Ezeket Stratagene QuickChange pontmutacios
mutagenézis rendszer segitségével allitottak els [108].

4.1. Baktériumok tenyésztése

4.1.1. CYCAI1 torzs

CYCAL1 citokrém co mentes mutans torzset szukcinat tartalma folyadékkulttraban
(Sistrém-féle médium, [109]) szemi-anaerob koriilmények kozott tenyésztettiik [110]. Ki-
indulasként massziv szurt tenyészetekbdl oltottunk sejteket folyékony tépoldatot tartal-
maz6 lezarhato kémesovekbe. Mivel a CYCA1 mutans kanamycin rezisztens, ezért (megdor-
zend§ a tenyészet tisztasagat) a Sistrém téapoldathoz kanamycin antibiotikumot adtunk 25
mg/ml mennyiségben. Az antibiotikumot csak az elézdleg felforralt, szobahémérséklettire
visszahtilt tapoldathoz, sterilizalt pipetta alkalmazéasaval adagoltuk. A 10 cm? térfogati
kémcsoveket 3/4-ig toltottiik meg (szemi-anaerob koriilmények), majd lezartuk azokat. A
mutéans tenyészet heterotrof nevelést igényel, ezért fénytdl elzarva tartottuk 32 4+ 2 °C hé-
mérsékleten. A tenyészet csak kis feliileten érintkezett a bezart levegdvel, ezért razogépet
alkalmaztunk a megfelels keveredés eléréséhez.

A kései logaritmikus fazisba jutott tenyészeteket hasznaltunk inokulumként a kroma-
tofora preparéalasdhoz sziikséges nagy térfogaton torténd szaporitashoz. A 80-100 g vizes
sejttomeg eléréséhez 6-8 db 1 literes iivegedényben razogépen folyamatosan rézatva szemi-
anaerob koriilmények kozott tenyésztettiik a sejtkulturat. A sejteket lecentrifugaltuk (8000
g, 10 perc), Tris-pufferrel (10 mM Tris, 100 mM NaCl, pH = 8,0) tobbszor atmostuk, és
ajboli centrifugalas utan tovabbi felhasznélasig -20 °C-on taroltuk. Az oldatok, illetve a
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mintak pH értékét kalibralt kombinalt iivegelektrodaval mértiik (Orion, 91-03 tipus).

4.1.2. R26 torzs

Rhodobacter sphaeroides biborbaktériumokat fotoheterotrof modon, levegstsl elzarva
Sistrom tapoldatban [109] neveltiik. Az R-26 mutéans esetében az atoltast kovetSen a meg-
vilagitas el6tt a sejteket 5-8 oran keresztiil s6tétben tartottuk, hogy a tapoldatban oldott
oxigén a sejtlélegzés soran felhasznalodjon [64]. A biborbaktériumok novekedéséhez sziiksé-
ges megvilagitast wolfram szalas izzok szolgaltattak, amelyek emisszidja a kozeli infravoros
szinképtartoméanyba esik, ahol a baktériumok jol abszorbealnak. A megvilagitias erdssé-
gét az alkalmazott izzok teljesitményének és geometriai elrendezésének megvalasztésaval
90-100 pmol-m~—2-s71 értékre allitottuk be. A tenyésztést 1 liter tirtartalmu iivegballonok-
ban végeztiik. A szuszpenzi6 tulzott mértéki felmelegedését ventillatorok alkalmazéséval
gatoltuk meg. A tenyészet hémérsékletét 29 °C-on stabilizaltuk. A sejteket ndvekedésiik
késti logaritmikus fazisaban 8000 g gyorsulassal 10 percig centrifugaltuk, majd tobbszori
Tris-pufferrel torténd dtmosas és Gjboli centrifugalas utén tovabbi felhasznalésig -20 °C-on
taroltuk.

4.2. Kromatofora izolalasa

A 80-100 g lefagyasztott sejtet kiolvadas utan Tris-pufferrel tobbszor atmostuk, majd
400 ml-re higitottuk. Ezutan a sejteket ultrahang késziilék (Bandelin HD2200, 200 W, 20
kHz és Bandelin T'T 13 titan fej) segitségével feltortiik. Az egy masodperces ciklusok alatt
fél masodperces aktiv idétartamot hasznaltunk. A feltoréshez hasznalt teljesitmény a szo-
nikdtor maximalis teljesitményének 90 %-a volt. A tartoedényt jéggel vettiik koriil a 60
perces ultrahangos kezelés alatt, hogy a keletkez6 hét elvezessiik. A kezelés soran proteaz-
gatlot alkalmaztunk. Az EDTA (10 mM, pH = 8,0) a jelenlévd fémionokkal kelatot képez,
jelentGsen lecsokkenti azoknak a protedzoknak az aktivitasat, melyek miikodéséhez bivalens
kationok sziikségesek. A feltoretlen sejteket és a sejtfal darabjait centrifugéalassal (20000 g,
15 perc, 4 °C) iilepitettiik le. A feliiltiszobol a kromatoforakat ultracentrifugalassal (240000
g, 120 perc, 4 °C) nyertiik ki. Az tiledéket miniméalis Tris-pufferrel felszuszpendaltuk, elke-
riilve a sziirke kozponti magot, amely f6leg sejtfaltérmeléket és szervetlen szennyezéseket
tartalmazott. Ilyen &allapotban a kromatofora késébbi felhasznalds céljaira befagyasztva
tarolhato.

4.3. A reakciécentrum izolalasa és tisztitasa

A fentiek szerint preparéalt kromatofora optikai denzitasat 860-nm-nél mérve, 1 cm-es
kiivettaban, Tris-pufferrel higitva 50-re allitottuk be. Szobah&mérsékleten, gyenge megvi-
lagitas és allando keverés mellett, 30 %-os LDAO (laurildimetilamin-N-oxid) ionikus de-
tergenst csepegtettiink a kromatofora szuszpenzidhoz, mig az LDAO koncentraci6 elérte
a 0,45 %-ot. 30 perces sotétben torténd keverést kovetéen az oldhatatlan sejtalkotokat is-
mételt ultracentrifugalassal iilepitettiik le (240000 g, 90 perc, 4 °C). A RC-ok mintegy 90
%-a a feliiluszoban halmozodott fel. A feltaras hatékonysagat optikai uton ellendrizhettiik
a monomer bakterioklorofill 802 nm-es csticsanal (e = 288 mM~tem™1!, [111]). Amennyiben
a preparalas hatasfokat nem talaltuk kielégitének, gy az LDAO-val torténd kezelést és az
ultracentrifugalédst megismételtiik.

A Rhodobacter sphaeroides-bdl izolalt RC-ot tobb 1épésbdl 4ll6 ammonium-szulfatos
((NH4)2S04) precipitalassal tisztitottuk. Az LDAO koncentraciojat 1 %-ra emeltiik, mert
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igy a kicsap6dd pellet stabilabbnak bizonyult. Els6 1épésben az oldat pH-janak allandé
értéken tartasa mellett (pH = 8,0) fokozatosan szilard ammonium-szulfatot adtunk a RC-
hoz (0,27 g/ml), majd 8000 g gyorsulassal 15 percig centrifugaltuk. A pelletet az LDAO
koncentracio csokkentése érdekében LDAO nélkiili pufferben (Tris) felszuszpendaltuk, majd
egyenls térfogata AS pufferben (0,5 g/ml (NHy)2SOy4, 10 mM Tris, 0,03 % LDAO, pH =
8,0) ismételten kicsaptuk. Centrifugalas utan (8000 g, 10 perc) a RC ismét a feliiluszoban
talalhato, amelyet TL-pufferben (10 mM Tris, 0,03 % LDAO, 1 mM EDTA, pH = 8,0)
szuszpendaltuk fel. Ezt kovetSen a sokoncentréaciot alacsonyabbra allitottuk be (0,12 g/ml
(NH4)2S0,), igy a RC oldatban maradt és kiilonbozs sziirkészold fehérjék csapodtak ki,
amelyeket ismételt, az el6z6 1épéssel megegyezs paraméteri centrifugalassal valasztottunk
el. A RC tisztasagat az egyes tisztitasi fazisok utdn az abszorpciés spektrum két jellemzd
savjanak (280 és 800 nm) extinkci6 aranyabol hataroztuk meg. A 280 nm-re centralt sav az
aromés aminosavakra (Trp, Tyr, Phe) jellemzs, amelyek szama a RC szerkezetébdl ismert.
Az abszorpcios egyiitthatok felhasznalasaval meghatarozhato, hogy a tiszta fehérje esetében
mekkora lehet ennek a csticsnak az intenzitasa a 800 nm-nél abszorbedlé monomerikus
bakterioklorofill mennyiségéhez viszonyitva, amelybdl 2 van a RC-ban (Bkly és Bklg). A
fenti arany tokéletesen tiszta preparatum esetén 1,2 koriil van [23, 24]. Meg kell emliteni,
hogy ezek az értékek a masodlagos kinon aktivitasanak helyreallitasa nélkiil (a preparalas
soran a Qp-nak mintegy 50 %-a elvész) mérhetd aranyok, hiszen a kinonoknak is van 280
nm koril abszorpciés savjuk, amely ezt a viszonyszamot koriilbeliil 1,26-ra emeli.

A tisztasagon kiviil a masik lényeges preparalési paraméter a méar emlitett méasodla-
gos kinon aktivitas (kinonkots képesség). Ezt a sztochiometrikus mennyiség 10-20-szoros
értékének hozzaadasaval tudtuk 90-95 %-os valoszintiséggel visszaallitani. Ennek egyik el-
lendrzése lehet az egyetlen telitési fényfelvillanast kovetd toltésrekombinécié analizise (lasd
Fényindukalt abszorpciovaltozas kinetikai mérése fejezetet), ahol a lasst komponensnek a
teljes jel nagysagahoz viszonyitott aranya jellemzi a méasodlagos kinon aktivitast [81].

Az ammonium-szulfatos kicsapast kovetGen a RC tisztasagat jellemzoé érték altaldban
tal magas, 2 koriili. A RC-t anioncserélé kromatografiaval tovabb tisztitottuk. Ezt meg-
el6z8en a minta sokoncentraciojanak csokkentése érdekében 12 éras dializist (Visking 5/32
dializal6 membran, Serva) alkalmaztunk, dializalo fiirdében (TL-puffer + 20 uM EDTA-
ban, 4 °C-on). Ezzel parhuzamosan el6készitettiik a kromatografidhoz sziikséges oszlop-
anyagot (DEAE Sephacel, Sigma): 1 M-os NaCl oldattal aktivaltuk, majd koriilbelil 2
liter oszlopmoso6 pufferrel (10 mM Tris, 0,1 % LDAO, 20 uM EDTA, pH = 8,0) atmostuk.
A mosasi folyamatot addig végeztiik, amig az oszloprol lecsépogd oldat pH-ja meg nem
egyezett az oszlopmoso puffer pH-val. Ez hatarozta meg a felvitt puffer pontos térfogatét
is. Ezt kovetGen a dializalt és higitott RC-ot felrétegeztiik az oszlopra, és a szennyez&dése-
ket (elsGsorban antenna maradvanyokat) 60 mM NaCl-ot tartalmazé oszlopmoso pufferrel
az oszlop térfogatanak tobbszoros mennyiségével kimostuk. Ekézben a RC is lassan haladt
az oszlopon lefelé. Az oszlop hosszanak helyes megvalasztasaval elérhetd, hogy a szennye-
z6dések eltavolitdsa utdn a RC az oszlop alsé harmadaba keriiljon. A 6 savot 150 mM
NaCl tartalma oszlopmos6 pufferrel tavolitottuk el az oszloprél, mintegy 20, egyenként 5
ml térfogatu frakciokat gytjtve. Az egyes frakciok tisztasiagat a korabban mar emlitett ab-
szorpcios sdvok aranyabol hataroztuk meg. Rhodobacter sphaeroides-bél izolalt RC-oknal
az 1,2 -1,6 kozotti tisztasagn preparatumokat tekintettiik tovabbi felhasznalasra alkalmas-
nak. Az oszlopon maradt erésen szennyezett RC-kat 400 mM sékoncentracidval tavolitottuk
el.

A tiszta frakciokat Osszegytijtottiik, ultrasziiréssel (Whatman 100 membréan, 0,16-0,2
MPa) 50 uM-os koncentraciora toményitettiik, majd 2 UQ10/RC mennyiségt ubikinon-10
hozzéadasaval helyreallitottuk a méasodlagos kinon aktivitasat. A helyreallitasra azért volt
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sziikség, mert a RC masodlagos kinon kotShelye tires (betoltetlen) allapotban, még 4 °C-on
tartva is igen gyorsan roncsolddik. A magas s6koncentraciot és a detergens mennyiségét
dializis (10 mM Tris, 0,03 %YLDAO, 20 uM EDTA, pH = 8,0) segitségével csokkentettiik.
A mérések soran alacsony pH-n (ph ~ 5) az LDAQO jelenléte zavar6 mert protonalhatd
csoportja van. A preparalds soran ellenben mas detergens hasznalata csokkentené annak
hatasfokat, ezért végss lépésként célszert az LDAO-t mas detergensre (pl. Triton X-100,
Serva) kicserélni. A cserét 24 oras dializissel végezhetjiik a dializalo firds (0,03 % Triton
X-100, 10 mM NaCl, pH = 8,0) gyakori cseréje mellett. Ezt kovetSen a RC-okat koriilolels
LDAO micellak 95 %-ban kicserélédnek az 0j detergens micellaira.

4.4. Fényindukalt abszorpcioévaltozas kinetikai mérése

A fotoszintetikus RC-ok és kromatoforak fényindukalt abszorpciovaltozasat hazilag ké-
szitett egysugaras kinetikai fotométerrel vizsgaltuk [69] (4.1 dbra). A kromatoforak vizs-
galatainal a membran két oldala kozotti toltéskiilonbség kiegyenlitése érdekében 6 uM va-
linomycint (kalium szelektiv ionofort) adtunk a reakcidelegyhez. A membréanban jelenléve
karotinoidok abszorpcidja a toltéskiilonbség miatt eltolodna, ami zavarna a kiértékelést.

SH Fy

-

I
2

= F

Xe

4.1 abra. Egysugaras kinetikai fotométer blokksémaja. Jelolések: L - mérsfényt szol-
galtato fényforras, M - monokrométor, SH - fényzar, K - kiivettatartd, Xe - villano-
lampa, hullamos nyil - gerjesztd fényfelvillanés, Fy és Fo - kék és voros optikai sziirsk,
PM - fotoelektron-sokszorozd, < - elektronikus elGerdsits, C - jelfeldolgozo szamitogép
(A/D konverter kartyat tartalmaz).

A nem gerjeszt6 intenzitast mérdéfényt egy stabilizalt egyenarami tapegységbdl taplalt
50 W-os, 12 V-os halogén autoizzo szolgaltatta. Az izzolampa fényét kondenzor lencse se-
gitségével a monokromator (Zeiss (Jena) SPM 2) belép6 résére fokuszaltuk, mig a kiléps
rést a mintatartoban elhelyezett kiivettan keresztiil a fotoelektron-sokszorozoé (Hamamatsu
R-928, oldalablakos) fotokatodjara képeztiik le. Az optikai gerjesztés Xe villanolampaval
(EG&G FX200, felélettartama 8.5 us) 1 kV toltsfesziiltség, és 4 uF kapacitast kondenzator
hasznalataval tortént. A villanolampa fényét 1 cm atmérsjd fényvezetd plexirad segitségével
vezettilk a mintat tartalmaz6é 1 cm x 1 cm-es kiivetta oldaldhoz, hogy a telitési gerjesztést
biztositsuk. A fotoelektron-sokszorozot 430 nm-nél tortént mérések esetében keresztezett
optikai sztirék védték: A Xe villanolampa fényét 750 nm felett atengedd sziirén (Kodak
zselatinsziirg) vezettiik keresztiil a mintéra (a megmaradé voros sav elegendd volt a telitési
gerjesztéshez), mig a fotokatod elé széles savi kék sziir6t (Corning 4-96) helyeztiink el. A
605 nm-nél tortént mérések esetében hasonldéak voltak az optikai koriilmények, ellenben
a fotokatodhoz a fényt egy masodik monokroméatoron (Jobi-Yvon H20 VIS) keresztiil ve-
zettiik. A fotoelektron-sokszorozo DC-szintjét 100 mV-ra allitottuk be, amit a méréfény
hatasara a valtoztathaté munkaellenallason (10-100 k) fellép6 fesziiltséggel a fényfelvilla-
nas el6tt kiegyenlitettiik. A detektor jelét egy Advantech PCL818 analog/digitalis atalakito
kozbeiktatasaval egy IBM PC/386 AT tipusu szamitogéppel dolgoztuk fel.
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4.5. Az abszorpciévaltozasok kiértékelése

Izolalt RC minték esetében méasodlagos elektron donor (citokrom) hidnyaban egyetlen
telitési fényfelvillanast kdvetGen a 430 nm-nél megfigyelhets gyors abszopciovaltozas az
els6dleges donor oxidaciojat jelzi, amelyet lassabb, Osszetett kinetikaval leirhaté lecsengés
kovet [63, 84, 112, 113]. A kinetika két jol elkiilonithetd komponenssel jellemezhetd, amely
a nativ, masodlagos kinon aktivitassal rendelkez§ RC-okban abbol szarmazik, hogy a Qp
kotShelyek betoltottsége nem teljes. Igy a RC-ok populacidja heterogén. Léteznek csak Q4-
t tartalmazé RC-k is, melyek toltésrekombinaci6ja mintegy 10-szer gyorsabb (kap = 10s71;
pH = 8,0; R-26 vadtipus), mint a Qp aktiv RC esetén megfigyelhets érték (kgp = 1s71; pH
= 8,0; R-26 vadtipus). A stabilizalt toltésparok (PTQ, és PTQp) rekombinaci6ja elsérendd
folyamatként kezelhet, igy exponencialis fiiggvénnyel irhat6 le. Mivel a toltésrekombinacio
Osszetett is lehet ezért a kinetika, tobb exponencialis linearis kombinécidjaként kezelhetd:

[PTI(t) = Enj A elTR), (4.1)
=1

ahol [PT](t) az oxidalt dimér koncentracioja a t-edik idépillanatban, A; az amplitudoja,
k; pedig az i-edik komponens sebességi allanddja. A gorbeillesztést a Marquardt-Levenberg-
féle nemlinearis legkisebb négyzetek modszerével [114] végeztiik, mely implementalva van
a GNUPlot 4.0 multiplatform nyiltforraskoda abréazoléd és illeszté alkalmazésban (http:
//www.gnuplot.org).

Az abszorpcidvaltozas amplituddjabol meghataroztuk a fotoaktiv RC-ok koncentréacio-
jat a Beer-Lambert térvény alapjan (e(430 nm) = 26 mM~!- cm™1).

A kromatofora minték fotoaktiv RC-koncentraciojat a P primér donor 860 nm feletti
telitési gerjesztését kovets, 605 nm-nél mért abszorpciévaltozasabol hataroztuk meg. 605
nm-nél a P és Pt formak extinkciés koefficienseinek kiilonbségét 20 mM ™! cm™!-nak
vettiik [115].

4.6. A késleltetett fluoreszcencia keletkezése

4.6.1. Szabad pigment fluoreszcenciaja

A fehérje szingulett alapallapoti P pigmentje fénygerjesztést kovetSen az elsé gerjesz-
tett szingulett allapotba (P*) keriil, ahonnan fluoreszcencia fényt (fotont) kibocsatva jut
vissza alapéllapotba. A fluoreszcencia fénynek tetszés szerinti ¢ idépillanatbeli intenzitasa

t sz

F(t) = ks - [P7)(2) (4.2)

Ezzel a folyamattal parhuzamosan (vele versenyezve) olyan (sugérzasmentes) atmenet
is létrejon, amely nem jar foton emissziojaval. Ennél az dtmenetnél (amelynek sebességi
allandoja ki) a pigment gerjesztési energiaja a rezgési energiaszintek rendszerén keresztiil
fokozatosan, hé forméajaban adodik 4t a kornyezetének. Mivel a két folyamat egymastol
fiiggetleniil és parhuzamosan megy végbe, a gerjesztett allapot lecsengésének eredd (meg-
figyelt) sebességi allandoja (kp) a két részfolyamat sebességi allandoinak Gsszege:
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t sz

valtozasat a

d[P*]
dt

= —kp - [P"] (4.4)
els6rend lineéris differencidlegyenlet irja le, amelynek megoldasa
[PF](t) = el=Fr D, (4.5)

ha a t = 0 idgpillanatban a gerjesztett allapott pigmentek koncentracidjat egységnyinek
valasztjuk. A (4.2) egyenletet figyelembe véve a megfigyelt fluoreszcencia lecsengése mo-
noexponencialis, a sebességi allanddja a sugarzasos és nemsugérzasos atmenetek sebességi
allandoinak osszege (lasd a (4.3) egyenletet), és a fluoreszcencia kvantumhatasfoka

ky

-5 4.

Mo

k
N P+Q- AG?

4.2 abra Egyszerd modell a prompt és a késleltetett fluoreszcencia lecsengések szétva-
lasztasara két tranziens allapottal (P* és PTQ™) rendelkezd rendszerben pillanatszerii
gerjesztést kovetSen [116] alapjan. P a gerjeszthet6 pigmentet, Q az elektron akcep-
tort, PTQ™ a toltésszétvalasztott allapotot, és k a sebességallanddkat jeloli. Az 4lla-
potoknak megfelel§ szinteknek az egymastol vett tavolsaga a standard szabadenergia-
kiilonbségeknek (AG®) feleltethets meg.

4.6.2. Fotokémiai folyamathoz ko6tott pigment fluoreszcenciija

Gyakori, hogy a biomolekula pigmentje valamilyen (foto)fizikai/kémiai folyamathoz csa-
tolt, amelynek révén a gerjesztett allapotu pigment a gerjesztési energidjat ezzel a folya-
mattal is elveszitheti (versenyben az elbb emlitett sugérzasos és nemsugarzasos dtmene-
tekkel). Ez az atmenet tehat csapda a gerjesztési energia szamara, amelybdl vagy egyéltalan
nincs kiat (irreverzibilis a folyamat), vagy csak részleges visszatérés lehetséges (reverzibilis
a folyamat). Ilyen mechanizmusra példa a triplett-képz&dés, vagy a toltésszétvalasztas a
fotoszintetikus RC-fehérje esetében.
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Irreverzibilis folyamat

Ezen atmenet révén P* lecsengése egy djabb, ki sebességi allandoval jellemzett folya-
mattal béviil (4.2 dbra) anélkiil, hogy az elcsatolt gerjesztési energiabol barmilyen kicsiny
hanyada vissza tudna keriilni (k_; = 0). A szabad pigmentre megadott kifejezéseket ennek
megfelel6en ki kell béviteniink. Pillanatszerd gerjesztést kovetGen a gerjesztett pigment

s stz

[PF)(t) = e~ (rrko)t (4.7)

azaz a megfigyelt fluoreszcencia lecsengése tovabbra is monoexponencialis marad, csupén
felgyorsul és a hatéasfoka

ky

) 4.8
kf + knr + k1 ( )

Tlprompt =

kisebb lesz (Mprompt < M0)-

Reverzibilis folyamat

Lényegesen modosul a fluoreszcencia lecsengése, ha az elcsatolt gerjesztési energia egy
része (k_1 sebességi allandoval jellemzett visszreakcio, 4.2 abra) visszakeriilhet a szabad-
energiat Atmenetileg térolo (toltésszepardlt PTQ™) allapotbol a pigmentre. Ezen két at-
meneti allapott rendszer idébeli valtozasara pillanatszert gerjesztést kovetGen az aldbbi
csatolt differencialegyenletek (mérlegegyenletek) irhatok fel:

A byt k) [P+ k- [PHQT] (4.9)
ATy (P = (ha ot hr) - [PFQ (4.10)

ahol k4 annak a folyamatnak a sebességi allandojat jeldli, amellyel a PTQ™ akceptor &lla-
pot a toltések rekombinaciojaval a PQ alapallapotba keriil (4.2 abra). Ha a (4.9) és (4.10)
egyenletekbdl a [PTQ ™| valtozot eliminaljuk, akkor a gerjesztett allapott pigment koncent-

s stz

d*[P] d[P”]
P + (kp+ka+ki+Ek_q)- 7

+ (k1ka + kakp + k_1kp) - [P*] =0 (4.11)

4.6.3. A fluoreszcencia lecsengésének sebességi allandoéi

A lehetséges sebességi allandokat a (4.11) egyenletbdl szarmaztathato karakteriszti-
kus egyenlet megoldasai adjak. Mivel a karakterisztikus egyenlet mésodfoki, igy két (nem
sziikségképp egybeest) gyokot fogunk kapni. Amennyiben feltételezziik, hogy ki sokkal
nagyobb, mint a reakciésémaban eléforduldé barmelyik sebességi allando, akkor a (4.11)
egyenlet karakterisztikus egyenletének két megoldasa az alabbi alakra egyszertisodik:

M=k +k_1+kp (4.12)
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Mo = kgt kp o P21 (4.13)
k1

A reverzibilis (részleges visszatoltés) megengedése tehat a megfigyelt fluoreszcencia le-
csengését kétfazistuva (biexponencialissa) tette. A gyorsabb komponens a gerjesztett al-
lapot (kinetikai) egyensilya kialakuldsanak sebességallandojat fejezi ki (ebben meghaté-
rozd az eléreiranyuld reakcio sebességi allandoja), a lassubb komponens pedig a tranziens
szabadenergia-tarold allapot kiliriilési sebességi allanddjat tiikrézi. A gyors komponenst
prompt (azonnali) fluoreszcencianak, a lassibbat késleltetett fluoreszcencidnak hivjuk

[13].

4.6.4. A prompt és a késleltetett fluoreszcencia amplitiidé-viszonyai
A gerjesztett allapott pigment koncentracidjanak idsfiiggése a (4.11) egyenlet megol-
dasaval altaldnosan a

[P*](t) = Ay - e M 4 Ay - e P2 (4.14)

alakba irhato fel, ahol A; és As a gyors és lassit komponensek amplitudoit jelolik. Meg-
hatarozasuk a kezdeti feltételekbdl torténik: a ¢ = 0 iddpillanatban valamennyi pigment
gerjesztett allapotban van ([P*] = 1), és a tranziens PTQ~ 4llapot iires ([PTQ™] = 0):

Al + Ay = 1, (415)
A AL+ XAy =k +kp (4.16)
A (4.15) egyenlet a (4.14) egyenletbdl, mig a (4.16) egyenlet a (4.9) egyenletbdl adodott a

kezdeti feltételek behelyettesitése utan. Felhasznalva a sajatértékeknek a (4.12) és a (4.13)
egyenletekkel megadott kifejezéseit,

A =1-— ko1 (4.17)
k1
és i
Ay =1 (4.18)
k1

adodik. Ha bevezetjiik a P* gerjesztett allapotot, és a PTQ™ tranziens toltéstarolo &lla-
pot kozotti standard szabadenergia-kiilonbséget (AG®, 4.2 4dbra), akkor (egyenstly esetén)
ezzel a mennyiséggel egyszertien kifejezhetjiik a vissza- és az el6reirdnyuld reakciok sebes-
ségallanddinak arényat:

Pl exp - —( ), (4.19)

kq kT

ahol kp a Boltzmann-allandot, és T az abszolit hémérsékletet jelenti. Szobah&mérsékleten
kpT = 25 meV. Mivel a gyakorlatban el6fordulo esetek dont6 tobbségében k_1 < k1 (azaz
AG° > 25 meV), ezért a gyors komponens (prompt fluoreszcencia) amplitidoja mindvégig
egységnyinek vehetd, a lassu komponens (késleltetett fluoreszcencia) amplitadoja pedig
a Boltzmann-eloszlas szerint moédosul, mikézben a PTQ™ allapot szabadenergia-szintje
valtozik a gerjesztett pigment szabadenergia-szintjéhez képest. A késleltetett fluoreszcencia

28



amplitidojaban megfigyelheté 1 nagysagrendd emelkedés (csokkenés) a P* és a PTQ~
allapot kozotti 58 meV szabadenergia-kiilonbség csokkenésének (emelkedésének) felel meg.
A késleltetett fluoreszcencia amplitidoja érzékeny jelzéje a PTQ™ allapotnak, és a P*
allapothoz képest mért szabadenergia-szintjének.

4.6.5. A prompt és a késleltetett fluoreszcencia intenzitas-viszonyai

A késleltetett fluoreszcencia amplittido-véaltozasaibol a PTQ™ allapot szabadenergia-
szintjének relativ valtozasaira kovetkeztethetiink. A szabadenergianak a P* szinthez képest
mért (abszolit) értékét is meghatarozhatjuk azonban, ha ardnyba allitjuk a prompt és a
késleltetett fluoreszcencia teljes intenzitasat (az emittalt fotonok teljes szamat, hatéasfokat):

[prompt o Al )\2

) 4.20
Lesl Ay X\ (4.20)

Ha beirjuk az amplitidokat a (4.17) és a (4.18) egyenletek szerint, és a sebességal-
landoknak a (4.12) és a (4.13) egyenletek alatti kifejezéseit, ki-t tovabbra is lényegesen
nagyobbnak tételezziik fel, figyelembe véve a (4.19) egyenletet, és az ebben a kozelitésben
is érvényes (4.8) egyenlet alapjan ki helyébe kf/nNprompt-ot irva kapjuk a kovetkezét:

orompt. _ KA Tprompt o, (BC7) (121)
L ky kT

Ezen 0Osszefiiggés alapjan a prompt és a késleltetett fluoreszcencia (integréalt) inten-
zitisai aranyanak mérésébdl a P* és a PTQ™ allapotok kozotti szabadenergia-kiilonbség
meghatarozhato [14].

Erdemes megjegyezni, hogy a szabadenergia-kiilonbséget sokkal kedvezébb a prompt
és a késleltetett fluoreszcencia intenzitasainak aranyabol meghatarozni, mint az amplitadé
aranyaibol, mivel a prompt és a késleltetett fluoreszcencia amplitidoéinak aranya rendkiviil
nagy szam lehet (exp(%)) és meghatarozasuk (kiilonosen a prompt fluoreszcencia esetén)
rendkiviil jo id6felbontéast igényel. Ezzel szemben az (integralt) intenzitasok viszonya a
(kA - Nprompt )/ kf szorzofaktor miatt lényegesen mérséklédik, és az idéfelbontés sem kritikus
(lehet integralni).

Bakterialis RC-fehérje esetében, AG® ~ —900 meV [14, 117], k4 = 105! [14, 118],
ky ~ 8-107s7! (a Strickler-Berg Osszefiiggés alapjan szamolva [119]) [14] &5 Nprompt =
4,0+1,5-107* [102]. Ebben az esetben a késleltetett fluoreszcencia amplitidoja 2, 3-10716-
szorosa a prompt fluoreszcencia amplitudojanak, de az (integralt) intenzitdsa mar "csak"
7,0 - 10~ 5-szorosa a prompt fluoreszcencia intenzitasanak.

4.7. A prompt és a késleltetett fluoreszcencia mérése

A fotoszintetizalé baktériumokbol izolalt RC-fehérje késleltetett fluoreszcenciajat egy-
részt a rendkiviil kicsiny hatdsfok (n ~ 10714 — 1071%), masrészt a kozeli infravords de-
tektalas (920 nm), harmadrészt a gerjesztés alatt a minta altal kibocsatott erds prompt
fluoreszcencia elvalasztasa miatt kiilonosen nehéz mérni [14].

A RC-fehérjét tartalmazo minta pillanatszerti és telitési gerjesztését Q-kapesolt Nd:YAG
lézer frekvencia-kétszerezett fényimpulzusaval (Quantel YG 781-10) értiik el: a gerjesztd
lézerimpulzus hullamhossza 532 nm, id6tartama 5 ns és energidja 100 mJ. A lézer fényét
néhany méter hosszu ut utan vezettiik be a zold savatereszts iivegsztirével (Schott BG-18)
lezart és nagyon gondosan sotétitett dobozba, hogy a térszog csokkentésével minimalizaljuk
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a lézer villanolampainak szort fénye altal gerjesztett prompt fluoreszcenciat. A gerjesztd
lézerfény a mintan valoé athaladas utan egy fénycsapdaba keriil, és elnyeldik. Mindezzel
minimumra csokkentettiik a kiils6 hattérfénynek a dobozba keriilését, az intenziv lézer-
fénynek a falakon vald reflexiojat, és az azaltal gerjesztett foszforeszcenciat. A RC-fehérje
tartalmi mintat egy 1 cm x lem méreti, alacsony fluoreszeenciaju kvarckiivettaba (Ther-
mal Syndicate Ltd., "far UV") helyeztiik, h6mérsékletét termosztalhato kiivettatartoval
allitottuk be, és K-tipusa (NiCr-Ni) termoelemmel (Vermer VE 305K) ellendriztiik.

prizma iiveg targylemez Nd:YAG lézer
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prizma iiveg targylemez prizma

4.3 abra. A milliszekundumos késleltetett fluoreszcencia méréséhez hasznalt optikai
mérGberendezés blokkséméja. Jelolések: L - bikonvex optikai lencse, SH - mechanikus
fényzér, K - kvarc kiivetta, F(,) - voros feliilatereszts sziirs, F ) - zold savateresztd
szirG. Részletesebb leirast lasd a szovegben.

A prompt és a késleltetett fluoreszcenciat a gerjeszts lézerfényre merdlegesen detektal-
tuk. A mintabol szarmazo fluoreszcenciafényt voros feliilatereszté sziirén (Schott RG-850)
at bikonvex lencse képezte le az infravorosérzékeny és végablakos -30 © C—ra hitott (Pho-
tocool PC 410CE, Products for Reaserch Inc.) fotoelektron-sokszorozé (Hamamatsu R
3310-03) fotokatodjara. Egy a fotoelektron-sokszorozo és a minta kozé elhelyezett elektro-
mos tton vezérelhetd mechanikus fényzar (Uniblitz VS25) védte a fotokatodot a rendkiviil
intenziv prompt fluoreszcencia fénytdl: a gerjesztés ideje alatt zart allapotban volt, majd
a lézer frekvenciaoszté elektronikajaval osszehangolt, hazilag készitett jelgenerator indito
fotoelektron-sokszorozohoz. A szort 1ézerfény altal az optikai elemekbdl kivaltott foszforesz-
cencia minimalizalasa céljabol az emisszios sziirét és a lencsét a fényzar mogé helyeztiik,
igy a szort lézerfény nem gerjeszthette azokat.
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A jel/zaj viszonyt a mérések ismétlésével, és az egyedi kinetikdk Osszeadéasaval lehet
novelni. Izolalt RC mintdk esetében 256, mig izolalt kromatofora mintak esetében 128 jel
atlagolasa mar kielégits jel/zaj viszonyt eredményezett. A fotoelektron-sokszorozo jeleit
egy digitalis oszcilloszkop (Tektronix TDS 3032) segitségével gytijtottiik, és atlagoltuk,
majd a kapott kinetikdk kiértékelése szamitdgépen tortént. A késleltetett fluoreszcencia
lecsengése (hasonloan a toltésrekombinécié kinetikdkhoz) tobb exponencialis komponens
linearis kombinaciojaként kezelhets. A gorbeillesztéseket szintén a mar korabban emlitett
GNUPIlot alkalmazas segitségével végeztiik.

A RC-fehérje bakterioklorofill dimérje altal kibocsatott prompt fluoreszcencia integ-
ralt intenzitasat ugyanolyan optikai és elektronikai (erdsités és sziirés) koriilmények kozott
mértiik, mint a késleltetett fluoreszcencia esetében, ellenben a gerjesztd lézerimpulzus ener-
gidjat sziirke-szilir6 sorozat segitségével lecsokkentettiik. A prompt fluoreszcencia mérésekor
az elektromosan vezérelhets fényzar természetesen nyitott allapotban volt.

4.8. A P*ésaP"Q) allapotok koézotti abszolut szabadenergia-
kiilonbség kisérleti meghatarozasa

Izolalt RC esetében, amennyiben gatloszer segitségével blokkoljuk a méasodlagos kinon
kotshelyet, a RC altal kibocsatott késleltetett és prompt fluoreszcencia integrélt intenzi-
tas viszonyai alapjan meg tudjuk hatérozni a P* és a PTQ} allapotok kozotti abszolat
szabadenergia-kiilonbséget. Felhasznélva Arata és mtsai. altal megadott Osszefiiggést [14],
valamint, ha az integralt intenzitésokat a késleltetett és a prompt fluoreszcencia lecsen-
gésének illesztése sordn kapott élettartam és amplitudo értékek szorzataval kozelitjik, a
kovetkezd kifejezést kapjuk:

b5 Axt- Tt
kf-dp Ap-Tp
ahol AGp«4 a két allapot kozotti szabadenergia-kiilénbséget, kp a Boltzmann-allandot, T
a hémeérsékletet, ¢ a gerjesztett dimér prompt fluoreszcencidjanak hatasfokat RC-ban (4,0
+1,5-107%), ks a bakterioklorofill sugarzasi sebességi allandojat (8 - 107571, a Strickler-
Berg 6sszefliggés alapjan), ¢, a toltésszétvalasztas kvantumhatéasfokat (0,98 & 0,04), A az
amplitadot, 7 az élettartamot, mig tg,qs @ prompt mérés soran alkalmazott mikroszkop
targylemezek és sziirke-sztirG (4.3 abra) transzmissziojat jeloli.

AGp+p = kpT - In(

: tSZﬁr()’)a (422)

4.9. Alkalmazott szamitégép-szimulaciés modszerek

4.9.1. Molekuladinamika

A makroszkopikus rendszerek tulajdonsagait molekularis szintii viselkedések hatarozzak
meg. Kvantitativ és/vagy kvalitativ informéciokat nyerhetiink a makromolekuldk makro-
szkopikus tulajdonségair6l a rendszer atomi szintd szimulaciéjanak segitségével. Biologiai
makromolekulaknal a legegyszeriibben (a rendszer mérete miatt) a molekulamechanika
(MM) segitségével tudjuk leirni rendszeriink felépitését. A MM-szint( kezelésnél a mole-
kulak felépitését gombok (atomok parcialis atomi toltéssel), és az azokat 6sszekots rugok
(atomok kozotti kotések) segitségével modellezziik. Ilyen kozelitésnél a molekularendszer
energiajat egyszeri analitikus formaban megadott fiiggvények segitségével irhatjuk le. Ezek
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az analitikus formaban megadott fliggvények irjak le a kotd és nemkots kolesonhatasokat
a rendszert alkoté atomok ko6zott.

A potenciélis energia analitikus forméjanak kifejezésére szamos erétér paraméter kész-
letet fejlesztettek ki (példaul AMBER [120], CHARMM [121], GROMOS [122]|, OPLS-AA
[123]). A potencialis energia kifejezését a kovetkezs tagokra lehet bontani:

V(r(t)) = Z JekOtes (o )2 4 Z k:fzag(ﬁi —600)* ++ Z ERrA011 4+ cos(nig; + 6;)] +

kotések szogek torzidk
Vkétési Vvszg,g Viorzios
Oij\12 Oij\6 495
STy (T y oy T
i gAY K ioi#g Y
‘/;lemkiitﬁ

Vistesi = 2 atom egyensiilyi kotéstavolsdg menti rezgését leird tag,

Vizsg = 3 atom altal bezart szog vibraciojat leir6 tag,

Viorzios = 2-2 atom kozponti kotés koriili torzids mozgésat leir6 tag,

Viemksts — nemkotd (van der Waals (Lenard-Jones potenciél) és elektrosztati-
kus) kolesonhatasokat leir6 tag.

Az erGtérkészletek segitségével a molekularendszer potencialis energidjat ki lehet szamolni
a rendszert alkotoé Osszes atom helyének a fliggvényében. Emellett az Osszes atom &ltal
gyakorolt eré adott geometria esetében kifejezhets a potencialis energia hely szerinti negativ
differencial hanyadosaként. Igy egy adott részecskére hato eré Newton masodik torvényének
felhasznalasaval a kovetkezs formaban irhato le:

oV (r(t))

Ez azt jelenti, hogy az m; tomegi részecske a ra hato erd (F) nagysdganak és iranyanak
megfelel6 mértékben valtoztatja a helyét és a sebességét. A Newton-féle mozgasegyenlet
id§ szerinti numerikus integralasanak segitségével megmondhatjuk a rendszert alkot6 dsszes
részecske (atom) helyét barmely pillanatban.

A mozgasegyenlet idGszerinti numerikus integralasat nevezziik molekuladinamikai (MD)
szimulacionak. A legaltalanosabban hasznalt idé szerinti integraciés algoritmus a moz-
gasegyenlet megoldasara (a MD szimulaciok soréan) a Verlet, vagy mas néven bakug-
ras/békaugras (leap-frog) algoritmus [124, 125|. Az az alapdotlet, hogy az elmozdulés vektor
r(t) idébeni valtozasat két harmadrendd Taylor-sor segitségével fejezziik ki (elére iranyulo,
illetve vissziranyu idsfejlédésnél).

r(t + At) = r(t) + v(t)At + %a(t)At2 - %b(t)At?’ +O(Ath
r(t — At) =r(t) — v(t)At + %a(t)Atz - %b(t)At?’ +O(Ath

Itt r az elmozdulast, v a sebességet, a a gyorsulast, és b az elmozdulés vektor id&szerinti
harmadik derivaltjat jelenti. Osszeadva a két kifejezést, ezt kapjuk:

r(t 4+ At) = 2-r(t) — r(t — At) + a(t)At® + O(At?) (4.24)
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Ez a Verlet-algoritmus alapkifejezése. Mivel mi a newtoni mozgasegyenletet integraljuk,
ezért a(t) felirhatod az erd és a tomeg hanyadosaként, mig az er§ megadhato az elmozdulas
r(t) fuggvényekeént:

a(t) = —%VV(r(t)) (4.25)

ahol V' a potencialis energiat jelenti. Az alap Verlet-algoritmus egyik probléméja, hogy a
sebességeket nem kapjuk meg direkt moédon. Noha az idéfejlédés szempontjabol nem fon-
tos ismerniink a sebességeket, mégis néha sziikségiink van rajuk. Ezen feliil a sebességek
sziikségesek a kinetikus energia (K) meghatarozasahoz, amire az energiamegmaradés téte-
lének tesztelése soran van sziikségiink (E = K + V). Ez az egyik legfontosabb teszt arra,
hogy megallapitsuk a MD szimulacié helyes lefolyasat. Emiatt a Verlet-algoritmus szamos
tovabbfejlesztése jelent meg, ahol mar a sebesség implicit médon szerepel az algoritmus
végs§ egyenleteiben.

Ily modon figyelemmel kisérhetjiik egy rendszer idgbeli fejlédését (adott periddus alatt)
a MD szimulécio6 segitségével, ha ismerjiik a rendszert alkotd Gsszes atom kiindulasi pozicio-
jat, valamint sebességét. A kiindulési poziciot altalaban a kristalyszerkezeti adatok felhasz-
nalasaval tudjuk megadni, vagy més optimalizacios eljardsok adatait hasznalhatjuk fel. A
kiindulasi sebességeket pedig a szimulacié hémérsékletének megfelel Maxwell-Boltzmann
eloszlas alapjan tudjuk véletlenszertien generalni az atomokhoz.
Maga a MD szimulacié a kovetkezd 1épésekbdl épiil fel:

1. A molekulékat leir6 fajlok elkészitése

Ez példaul jelentheti kiilonb6z§ molekulak elhagyéasat, magat a topologiat
leiro fajl elkészitését, az erdtérkészlet modositasat, valamint oldészer mo-
lekulédk hozzdadasat a rendszerhez.

2. Energiaminimalizécid
T = 0 K-on relaxaljuk a rendszert.
3. Hevités

Fokozatosan emeljiik a rendszer hémérsékletét tobb 1épésben, és kozben
megfelels id6t adunk a rendszer szamaéara az egyensilyi allapot elérésére.

4. Dinamikai szimulaci6

A szimulacio megfelel§ kondiciok mellett (bizonyos paraméterek allando
értéken tartasa: hémérséklet, nyomas, térfogat, energia, és/vagy a résztvevs
atomok szama).

Kozben a sziikséges adatok begytijtése.

5. Analizis

A szimulacié soran gytjtott adatok kiértékelése. A rendszer jellemzésére
hasznélt allapotfiiggvények meghatarozasa. A szerkezet id6beni valtozéasara
vonatkozo adatok elemzése.

A MD szimulacidkat felhasznalhatjuk a molekulak strukturalis felépitésének vizsgala-
tara. Ezenkivil mintazhatjuk a MD szimulacié soran a molekula altal felvett kiilonbo6zd
konformécios allapotokat. Kell6 hosszisagn szimuléacié esetében a rendszeriink tobb idét
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fog eltSlteni alacsony energiaju konforméciokban, mint magas energiajuban. Igy a megvizs-
galt konformaciokhoz tartozo energidk Boltzmann-eloszlast fognak kévetni. Az ergodikus
kozelitésnek megfelelGen a kiilonbo6zé tulajdonsigok idGatlaga a termodinamikai sokasag-
atlaghoz fog kozeliteni, és ezek az atlagértékek sziikségesek a rendszer makroszkopikus
tulajdonsagainak meghatarozisihoz.

A generalt konforméaciok alapjan meghatarozott atlagos potencialis energidkat felhasz-
nalhatjuk a szabadenergia meghatarozasahoz. Mi a MD szimulécidkat a linearis kolcson-
hatési energiak modszerhez, valamint a szabadenergia perturbacié modszerhez hasznéaltuk

fel.

4.9.2. Linearis kolcsonhatasi energidk mdédszere

To6bb modszer is létezik kis molekulak (ligandumok), és nagyméret fehérjemolekulak
kozotti abszolut kotési szabadenergia meghatarozasara. Az egyik leggyorsabb eljaras ezek
koziil a linearis kolcsonhatési energidk (Linear Interaction Energy, LIE) modszere [126].
A modszer lényege, hogy csak két fizikai allapotot vesz figyelembe: (1) a ligandum oldo-
szerben (vizes fazis) van szabad allapotban, és (2) a ligandum fehérjéhez kotott allapotban
van. Igy feltehetjiik, hogy az a szabadenergia-valtozas, ami a ligandumnak a vizes fazis-
bol (szabad allapot) a vizmolekulakkal telitett fehérjén beliili kotShelyére (kotott allapot)
torténd mozgatashoz kell, megegyezik a ligandum abszolut kotési szabadenergidjaval:

AGigiesi(1) = AGger (1) = AL (1), (4.26)

szolv szolv
ahol a fels6 index "f" a fehérjét, mig a fels6 index "v" a vizet jelenti. AGézolV(l) a ligan-
dumnak a "szolvatéiciés" szabadenergiajat jelenti a gazfazisbol az adott kornyezetbe vald
mozgatasa soran. Egy ilyen folyamat legkevesebb két 1épésre bonthato: (1) egy moleku-
laris van der Waals "iireg" létrehozasa az adott kornyezetben, és (2) az elektrosztatikus
kolesonhatéas "bekapcesolasa" a molekula és kornyezete kozott.
A AGysesi-t meghatarozo formula szamos atalakitason és kozelitések alkalmazéasan
esett at. Most az altalunk is alkalmazott alakot mutatjuk be:

AGysiesi = o - AV + 8- AV (4.27)

() a nemkots van der Waals (vdw) és az elektrosztatikus (el) kolecsonhatasok atlagat je-
lenti a ligandum és a kornyezete kozott a szolvatalt fehérje kotShelyen (kotott), illetve a
vizesfazisban (szabad) a MD szimulacio soran. A a kotott és szabad allapotok esetében ka-
pott atlagértékek kiilonbségét jelenti. Az « és 3 paraméterek tapasztalati szorzofaktorok,
melyeket szamos ismert rendszer szimulacidjanak segitségével hatéroztak meg.

4.9.3. Szabadenergia perturbicié médszere

A fizikai kémia vitathatatlanul legfontosabb fogalma a szabadenergia. A szabadenergia
leirja a kiillonb6z6 molekularis rendszerek hajlandosagat az egymassal valo egyesiilésre, va-
lamint az egymassal valo reakcidba lépésre. Vegyiink két allapotot, A-t és B-t. Definialjunk
egy "utat" ("reakcidkoordinata"), amely mentén az A allapotbdl a B allapotba vissziik a
rendszert. Ez nem feltétleniil felel meg valodi fizikai reakciokoordinatanak (példaul két mo-
lekulét is transzformalhatunk egymasba). A két allapot kozotti szabadenergia-kiilonbséget
(AG = Gp — Gy) kifejezhetjiik a két allapotot leiro Hy és Hp Hamilton-fiiggvények se-
gitségével:
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Gp—Ga=AG = —RTln{e ®) 4 (4.28)

R az egyetemes gazallandot (R = 8,3145 W), T a hémérsékletet, AH = Hg — Hy4, mig
()a a H4 Hamilton-fliggvénnyel reprezentalt allapot sokasag-atlagolasat jelenti az A alla-
potban. A (4.28) egyenlet a szabadenergia perturbécié (Free Energy Perturbation, FEP)
alap Osszefiiggése [127|. Az Osszefiiggés csak abban az esetben hasznéalhato, ha az A (kiin-
dulasi) és a B (végss) allapot kozott csak kis mértékd valtozas (perturbécio) torténik. A
Hamilton-fiiggvényt a kévetkezdk szerint atalakitjuk:

H(AN) =AHp+ (1—XN)Hyu (4.29)

Itt bevezettitk a A csatolasi paramétert, mely 0 (H = Ha) és 1 (H = Hp) kozotti értéket
vehet fel, és definidlja a "reakcidkoordinatat", melynek mentén A-bol B-be jutunk. Ezt
kovetGen a Hamilton-fliggvény a A csatolasi paraméter fliggvénye is lesz egyben. A (4.29)
kifejezést behelyettesitve a (4.28) egyenletbe kapjuk:

1 !
AG=Gp—Ga=Y —RTln(e #r), (4.30)
A=0

AH' = Hy g\ — Hy-4at jelenti. Ezzel az osszefiiggéssel a két allapot kozotti szabadenergia-
kiilonbség meghatarozasat elegendGen kicsiny intervallumokra osztjuk. Igy egy-egy A ér-
téknél kell pontossiggal ki tudjuk szamolni a szabadenergia értékét.

A termodinamikai integrdlds egy alternativ ut a két allapot kozotti szabadenergia-
kiilonbség meghatarozasara. Itt szintén a kiindulasi allapotot jellemezzikk H = H 4, vagy
(4.30)-nek megfeleléen A = 0-val, mig a végallapotot H = Hp-vel, illetve A = 1-gyel.
H(X)-nak folytonosnak kell lenni a A = [0 — 1], [1 — 0] intervallumokban. Ekkor felirhatjuk
a kovetkezd Osszefiiggést:

A= ol
AG— —o <ﬁ>)\d)\ (431)

A (4.31) alkalmazasa esetén ki kell szamolni a rendszert jellemzd Hamilton-fiiggvény A
szerinti differencidljanak a sokasag-atlagat a A allapotban, kiillonb6z6 A értékek esetében.
Ezutan valamilyen numerikus integralasi algoritmus alkalmazésaval kapjuk meg a AG ér-
tékét (4.31)-at felhasznélva.

A szabadenergia meghatérozasara a harmadik &altalanosan hasznalt moédszer az un.
"lassu fejlédés" (slow growth) modszere. Ebben az esetben a szimulaci6 soran a Hamilton-
fliggvényt infinitezimalis mértékben valtoztatjuk 1épésrsl-lépésre.

A=1
AG = > (Hypy1 — Hy) (4.32)

lépések szama,A=0

Itt H,, jelenti a Hamilton-fiiggvényt adott A értéknél, mig H,, 11 jelenti a Hamilton-fliggvényt
a kovetkezs nagyobb X érték esetében. Ehhez az egyenlethez a (4.28) vagy a (4.31) kifeje-
zések segitségével juthatunk el. A (4.28) kifejezésnél azt hasznaljuk fel, hogy a AG értéke

kicsi, mig a (4.31) kifejezésnél azt a kozelitést, hogy %—I){ = i—l){
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4.9.4. Automatikus dokkolas

Az automatikus dokkolas a ligandum és a makromolekula (fehérje) kozotti kotési sza-
badenergia leggyorsabb meghatérozasi modja. A dokkolés soran a "rigid" makromolekula
segitségével, melyeket tapasztalati pontozd/értékels fiiggvény (empirical scoring function)
segitségével rangsorolunk. Ezek az értékels fiiggvények MM er6tér paraméterkészleteken
alapszanak és ennek segitségével hatarozzak meg a konformécios allapothoz tartozo ener-
gia értékét.

Tekintsiik a kovetkez6 termodinamikai ciklust:

A ’ﬁétési

M, + L, ML,

+H20 AGszolv(MJrL) +H20 AGSZO]V(ML)
AGﬁétési

M, + L, ML,

Itt M a makromolekulat, L a ligandumot jelenti vikuumban és olddszerben (viz), ML a
kotésben 16vs komplexet, AGygiesi @ kOtési, mig AGg,oly a szolvatacios szabadenergiat je-
lenti vakuumban és oldészerben. A dokkolasi szimulaciobol ki lehet szamolni a AGYy, .
értékeét, valamint meg lehet becsiilni a szolvatacios szabadenergia-értékeket kiilon-kiilon a
makromolekulara és a ligandumra, valamint a komplexre. Mivel a szabadenergia allapot-
fliggvény, mely fliggetlen attol, hogy milyen uton jutunk el egyik allapotbél a maésikba, a
fenti termodinamikai ciklus alapjan felirhatjuk a kévetkezd Osszefliggést:

A(;ﬁétési = A(;ﬁétési + AGSZOIV(ML) - AGSZO]V(M+L) (433)

A (4.33) osszefiiggés az alapja a dokkolas segitségével meghatarozhatod abszolat kotési sza-
badenergia megadasidnak makromolekula és ligandum alkotta komplex rendszer esetében.
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5. fejezet

Eredmények és megvitatasuk

5.1. Fehérjekornyezet hatasa a kinon akceptor-rendszer ener-
getikajara izolalt reakciécentrumban

Az els6dleges és a maéasodlagos kinon a Rhodobacter sphaeroides fotoszintetizald bi-
borbaktérium RC-ban kémiailag megegyezéek (mindkettd UQqo molekula), mégis szdmos
fizikai-kémiai tulajdonsagban kiilonbozéek. Ennek oka az eltérs fehérje-kornyezetnek tud-
hato be.

THR 261

ILE 265

c4 s
c3 L

HIS 219

THR 222

E

-

5.1 abra. A Qa kotShelye az M-alegységben (Rhodobacter sphaeroides 1A1J struk-
tara alapjan [35]). A kinon izoprenoid lancat az els§ egységnél levagtuk. A lehetséges
hidrogénhid kotéseket a szaggatott vonalak mutatjak.

A legnyilvanvalobb kiilonbség a redukalhatosag mértékében és energiajaban van. Mig a
primér kinon egy elektronnal redukalodik (a két elektronnal torténd redukalas csak extrém
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esetekben kovetkezhet be), addig a masodlagos kinon két elektron (és két proton) felvéte-
lével teljes redukciora képes. A kinon/szemikinon redox par kozépponti redoxpotencialja
is kiilonboz6 a két kinonra: a primér kinon esetén a kozépponti redoxpotencial 60 mV-tal
negativabb a masodlagos kinonénal (pH = 8). Ezekbdl kovetkezden a kinonok kozotti (elsd
és masodik) elektronatmenet sajatos kinetikai és termodinamikai tulajdonséagu.

Az eltérd fehérjekornyezetbdl szarmazo konkrét befolyésolo tényezsk (kolesonhatéasok)
kozott meg kell emliteni a lokalis elektrosztatikus potencialt a kinon kétShelyen, a kérnyezet
protonfelvevd képességét (kornyezd protonalhatd aminosavak helyi pK, értéke), valamint
a kotShely kozelében taldlhato polaros aminosavak szamat. Az ubikinon kézépponti redox-
potencialjat és protonalhatosagi tulajdonsagait (pK, értékét) meghatarozoé modon a kinon
metoxi-csoportjainak és a kinongyri sikjanak torzios szoge befolyésolja [108]. A szerkezeti
adatok alapjan érdekes informécio, hogy mindkét kinon C5 karbonil-csoportja hidrogén-
hid kotés tavolsagon beliil van egy-egy hisztidin molekulaval (Q4-O5 - His™2' Qp-O5 -
His“199) melyek résztvesznek az Fe?* koriili klaszter kialakitasaban is [128, 129, 130, 131].

Az elsédleges kinon kotShelyét jobban megvizsgalva, lathatd, hogy a fent emlitett
HisM?2Y_en kiviil a kotShelyet apolaros aminosavak épitik fel. A kinon fejcsoportjéat szend-
vicsként veszik kozre a triptofan M252 és az izoleucin M265 aminosavak (5.1 abra). A RC
mutéansain elvégzett kisérletek mutattak ra a Trp™252 fontos szerepére: a triptofan és a Q4
m — 7 kolesonhatésa nagyban hozzajarul az els6dleges kinon gyors redukciojahoz, valamint
a kinonnak az adott kotShelyre iranyuld nagy kotési affinitasahoz [132, 133|. Emellett a
TrpM252 és a MetM?18 kiilon-kiilon egy-egy elektrontranszfer utat definial az elsGdleges ki-
non iranyaba, melyen keresztiil a bakteriofeofitinrél az elektron alagit-effektussal a Qa-ra
érkezhet [2, 3].

T1eM265 Qa Tavolsag

[A]
" 02 3,08
v C2 3,85

o] C1 Me 4,29
Y1 C3 Me 4,52
Y9 C3 Me 3,72
Y2 02 4,90

5.2 abra. A Q4 és I1e™26 kozotti van der Waals kapcsolat szemléltetése. A balol-
dali vdzmodell a két molekula egyméshoz viszonyitott helyzetét mutatja be, valamint
a jobb oldali tablazatban bemutatott atomok helyzetét. A jobb oldali tablazatban
a kitlintetett atomok kozotti tavolsdgokat szemléltetjiik. Az abra az 1AlJ struktira
alapjan késziilt. A kinonmolekulat csak az elsé izopreniod egységig mutatjuk.

A Q4 bekotésének masik befolyasolo tényezdGje a kdrnyezd aminosavakkal 1étesitett van
der Waals kapcsolatok [134, 135, 136]. Ebbél a szempontbol az I1e?26% fontos aminosav,
mivel van der Waals kolcsonhatast alakit ki a kinon C3 metoxi-, a C5 karbonil-, és a Cl1
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metilcsoportjaval (5.2 abra). Emiatt a vizsgalataink egyik csoportjat azon mutans tor-
zsek képzik, ahol az I1eM26% aminosavat kisebb térkitoltést aminosavra cserélték: valinra
(M265IV), treoninra (M265IT), és szerinre (M265IS). Mivel az izoleucin apolaros aminosav,
igy a polaros szerinre és treoninra torténd cseréje (a kotShelynek a polarossag szempont-

jabol valo modositasa miatt is) érdekes véaltozasokat eredményezhet a kinon in situ kotési-
és redox-tulajdonsagaiban.

H H H H
| 0 | 0 0 0
+ o ’/ + @ '/) + | ) + | ‘/r
H;M C-Ca H;M C- e H.N* -2C - & HyWN* -=*C - O
| o | o o | o
HC-CH, CH CH, H-C-0OH
! o | |
2 OH CH,
I
CH,
Izoleucén Valin Szerin Treonin
(lle { 1) (Val I V) (Ser i S) (Thr!T)
Apolaros Apolaros Polaros Polaros

5.3 abra. Az izoleucin, valin, szerin, és treonin aminosavak szerkezeti 4brazolasa. Az
eredeti képek a http:/www.wikipedia.org internetes szabadlexikon részét képezik.

A vizsgalataink egy mésik csoportjat azon muténs torzsek képezik, melyek a korabban
mar emlitett metionin M218-at érintik. A Trp™?252 mellett a MetM?18 is az elektronoknak
a Bfeo és a Qa kozotti alagutazésaban jatszik szerepet, igy hasonlé hatéssal lehetnek
az elsGdleges kinon energetikdjara. A metionin kisebb térkitoltési alaninra (M218MA) és

glicinre (M218MG) lett kicserélve a két vizsgalt mutéansban.

H H H
| 0 | 0 I 0
H K" -5 - cf_é HN* ¢ - C’-__'é H,* -5 - C'{S
| ‘0 | 0 I 0
CH, CH; i
I
CH,
I
g
I
CH,
Metionin Alanin Glicin
{(Met { M} (Alaf &) (Gly ! G)

5.4 abra. A metionin, alanin, és glicin aminosavak szerkezeti dbrazolasa. Az eredeti
képek a http://www.wikipedia.org internetes szabadlexikon részét képezik.
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5.1.1. T1eM26° helyettesitések hatasa a Q4 termodinamikai tulajdonsaga-
ira

100 FoY T N 1 M Ll M T T M 1
" A
- M265IT K D__DJJD”"’”—//U
A 4_4_.&__5—&—&—‘0*’“'/6
% 10k T\fl265|3"‘|*(P §
g EOWT K :
P :
RO |
o L 4
Sas TE owree ;
% & i ‘_‘__A_*/ ]
3 - M265IS Kk H—-——-—*/
O 0.4L M265ITKS -
n £ E
3 ]
i
0.01 L 1 n 1L " 1 L L n 1 L L
6 7 8 9 10 11
pH
1000 F— T T T T T T T T
r B
= r
8
@ M265IT D—U—_D\n\n
S
S 100 E
g : F M265IS
Sos f
S
B =<
= = 1ok WT .
& M2651V
©
o
o
<
1 1 L 1 1 | 1
6 7 8 9 10 11

pH

5.5 abra. A toltésrekombinacié pH-fiiggése [108] alapjan. (A) PTQ rekombinécio,
k4 (s71) (iires szimbolumok), és PTQ4Qj toltésrekombindcio, k5 (s71) (telt szimbo-
lumok) az M265IT (O, W) és az M2651S (A, A) mutans RC-ok, valamint Ga vadtipus (a
vadtipusra vonatkozo adatok folytonos vonallal vannak jel6lve: kzé felil; kg alul) 430
nm-nél felvett abszorpciovaltozas mérések alapjan. Az M265IV mutansra vonatkozo
adatok nincsenek feltiintetve, mivel ezek nagyon hasonldéak a Ga vadtipus eredménye-
ihez.

(B) Latszolagos PTQ,Qp — PTQ4Qj egyenstlyi elektrontranszfer (Apparent equi-
librium constant) (ks / kB) - 1, az A &bra alapjan szamitott adatok alapjan. M265IT
(0), M265IS(A), és M265IV (<¢) mutans RC-ok esetében. A Ga vadtipus adatait a
folytonos vonal jeloli. Mérési koriilmények: 1-2 uM RC 2,5 mM KCI, 1 mM pufferben,
0,02 % Triton X-100, 40 M ubikinon-10 (ahol a kB szerepel).

P*Q} allapotbol torténd toltésrekombinaciot vizsgalé korabbi kisérletek [108] eredmé-
nyei (5.5 abra és 5.6 abra) azt mutattak, hogy az Ile??% — Val mutécio kismértékben
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modositotta a kinonok, illetve a RC miikdodését. A vadtipus viselkedésétsl valod eltérés
csak a P+QZQ 5 — PTQ 4Qp elektrontranszfer latszolagos sebességi allandojanak pH-
fliggésében jelentkezik a magasabb pH tartomanyban. Ezzel szemben a két poldros mutans
(M2651S és M265IT) esetében a PTQ -1l torténd rekombindcié sebességallandodja (k4)
megnovekedett (5.5 abra A).

Szintén novekedést mutat a P+QZQB — PTQ 4Qp elektrontranszfer latszolagos

egyenstlyi allandoja (5.5 abra B), és az els6 elektrontranszfer sebességi allandojanak (kg;)
pH-fiiggése is eltérést mutat a vadtipus esetében mérhets értékektdl.

A Q) &s Qp kozotti elektrontranszfer egyensilyi dlland6jabol indirekt médon meg le-
het hatarozni a kinon kézépponti redoxpotencialjanak (E,,) valtozasat a Q4 kotGhelyen.
Az M265IT mutans esetében ez az érték nagy csokkenést mutatott (80-110 mV) [108]. A
csOkkenés fiiggetlen volt a kinon tipusatol, nevezetesen mind az ubikinon-10, mind a 9,10-
antrakinon esetében a Qg4 kotShelyen hasonlé mértéki volt (6sszehasonlitva a vadtipus-
ban mért értéket a mutédnsokéval). A 9,10-antrakinonnél a metoxi-csoportok helyett metil-
csoportok vannak, igy a redoxpotencidlban bekovetkezett véltozas nem irhaté a metoxi-
csoportok torzids mozgisdban bekovetkezs véltozas szamléjara.
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5.6 abra. A kf;g els6 elektrontranszfer sebességi allando pH-fiiggése [108] alapjan. Ga
vadtipus (adatait a folytonos vonal jel6li), valamint az M265IT (O), az M265IS(A), és
az M265IV (¢) mutans RC-ok 397 nm-nél mért adatai alapjan.

A Qa és Qp kozotti funkcionalis kapesolat lehet@sége miatt [137] a kinon kozépponti
redoxpotencial-valtozasanak ilyen médon valé meghatarozésa esetleges bizonytalansagot
hordozhat magéban. Ezzel szemben a késleltetett és a prompt fluoreszcencia intenzités
viszonyain alapulo, a P* és a PTQ allapotok kozotti szabadenergia-kiilonbség megha-
tarozasara szolgalé modszer direkt és abszolit modszer, amely mentes az ilyen jellegi
bizonytalansiagot okozé faktoroktol.
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A AGp+4 meghatarozasara iranyuldé méréseink soran egykinonos (csak a Q4-ban ak-
tiv) RC-kat hasznaltunk. Ilyen feltételt 1-2 uM RC tartalmi mintanal 100 M terbutrin
hozzéadasaval értiik el, amely ekkora mennyiségben teljesen gatolja a RC Qp kotShelyét.
A szabadenergia-kiilonbség valtozasat a fiziologias pH tartoméanyban vizsgaltuk.

Meéréseink soran, hasonléan a fent emlitett korabbi mérésekhez, a Ga zold, karotinoidot
tartalmazé torzset hasznaltuk referencia vadtipusnak. Funkcionélisan és termodinamikai
szempontok alapjan a Ga torzs hasonlé viselkedést mutat az R-26-os kékes-zold, karotino-
idmentes mutans torzzsel, illetve a 2.4.1-es karotinoidot tartalmazoé igazi vadtipussal. A P*
és PTQ, allapotok kozotti szabadenergia-kiilonbség Ga, R-26, és 2.4.1 esetében is:

AGp+g = -890 + 5 meV (pH = 8,0-ra interpolalva),

valamint nagyon hasonloé pH-fiiggést (Ga torzs esetén az 5.8 abran lathato a vizsgalt
pH tartomanyban) is mutat mind a harom torzs esetében (Turzo Kinga és Maroti Péter
nem publikalt mérései alapjan).
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5.7 abra. A Ga vadtipus és a mutans RC-ok altal kibocsatott késleltetett fluoresz-
cencia intenzitasanak viszonyai pH = 9,5-nél. Jelolések: Ga vadtipus (fekete), M265IV
(piros), M265IS (zold), és M265IT (kék). Koriilmények: 1-2 uM RC, 0,02 % Triton
X-100, 2.5 mM pH puffer (MES, MOPS, Tricin, CHES és CAPS mindegyik 0,5 mM
koncentracioban), 100 mM NaCl, valamint 100 pM terbutrin. A gerjeszts lézer fényt
0,1 méasodpercnél kaptak a mintak, a megel6z6 tartomanyra (0,1 méasodpercnyi rész)
az alapvonal korrekcié miatt van sziikség. A mérés egyéb koriilményei az "Anyagok és

modszerek" fejezetben részletesen le vannak irva.
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Az 5.7-es abra a Ga vadtipus, valamint a harom M265 mutans késleltetett fluoreszcencia
intenzitas viszonyait mutatja be pH = 9,5-nél. Lathato, hogy az M265IV mutans esetében
kisebb, mig az M265IS és az M265IT mutans esetében lényegesen nagyobb intenzitédsokat
mértiink. A késleltetett fluoreszcencia méréseink soran mindig a linearis tartoményban
maradtunk, mivel méréseink a AGp«4 érték meghatarozéasara irdnyultak.
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5.8 abra A P* ¢s a PTQ, allapotok kozotti szabadenergia-kiilonbség pH-fiiggésének
abrazolasa Ga vadtipusd, és az M265-6s reziduum kiilonbéz6 mutacioival elGallitott
RC-ok esetében. A AGp« 4 értéket a késleltetett fluoreszcencia és a prompt fluoresz-
cencia mérések intenzitas viszonyai alapjan szamoltuk ki az "Anyagok és modszerek"
fejezetben leirtak szerint. A koriilmények megegyeznek az 5.7 dbra alatt leirtakkal.

Az M265IV muténs RC a Ga vadtipushoz nagyon hasonl6 késleltetett fluoreszcencia
intenzitast mutat a fiziologias pH tartoményban. (AGp+4 = -890 + 10 meV, pH = 8,0-ra
interpolalva). Eltérés csak a magasabb pH értékek felé jelentkezett (5.8 abra). pH = 10,5-
nél a AGp«4 érték 20 meV-tal negativabb az M2651V mutans RC esetében, mint amit Ga
vadtipusi RC-k esetében meghataroztunk.

Ezen eredményekkel szemben a két polaros mutans RC (M265IS és M265IT) ese-
tén a késleltetett fluoreszcencia intenzitas a fiziologias pH tartoméanyban sokkal nagyobb
volt, mint amit a Ga vadtipusat RC-nél mértiink, igy a P* és a PTQ} allapotok ko-
zOtti szabadenergia-kiilonbség sokkal kisebb ezen muténsoknal. Ebbd&l kovetkezik, hogy
az M265IS és M265IT mutans RC esetében a kinon redoxpotencialja a Q4 helyen sokkal
negativabb. A szamitott szabadenergia-értékek pH = 8,0-ra interpolalva a kdvetkezGk vol-
tak:

M265IS AGp+y = -830 £ 10 meV
M265IT AGp+a = -T75 £ 5 meV
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Osszehasonlitva ezeket a vadtipusi RC esetében kapott értékekkel a kinon kdzépponti
redoxpotencial eltolodasanak mértéke a Q4 koétShelyen M265IS esetében -60 mV, mig
M265IT esetében -115 mV.

A Ga vadtipuson, illetve a harom M265-6s mutanson végzett FTIR spektroszkopiai
vizsgalatok soran [138] 'HoO és 2HyO dupla differencia spektrumot vettek fel. Az apo-
laros (Ile, Val) és a polaros (Ser, Thr) reziduumok differencia spektrumai tobb helyen
is szignifikdns eltérést mutattak. Ezért megmértiik a Ga vadtipus, és az M265IS muténs
RC késleltetett fluoreszcenciajat 2HoO-ban. pH/pD 7 - 10,5 tartomanyban nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget. M265IS esetében pH/pD = 9,8-nal:

AGp«4 = -830 meV, 'HyO-t hasznalva
AGp+4 = -829 meV, 2H,0-t hasznalva.

Eredményeinket Osszevetve a korabbi toltésrekombinaciéra vonatkozd kisérleti ered-
ményekkel, illetve az FTIR spektroszkopiai eredményekkel a kovetkezd megallapitasokat
tehetjiik:

A Q,Qp — QAQp elsé elektrontranszfer egyensilyi allandojanak névekedését figyelték
meg az [1eM265 kisebb térkitoltést polaros aminosavak, szerin, és treonin helyettesitésével
elgallitott mutans RC-ok esetében [108]. Ez a novekedés konzekvens volt az elsGdleges
kinonnal tapasztalt kozépponti redoxpotencial eltolédassal, mely a nativ ubikinon-10 ese-
tében -50 mV, illetve -80 mV volt az M265IS és M265IT mutans RC-nal az indirekt médon
val6 meghatéirozassal. Az antrakinonos helyettesitések hasonlé eredményre vezettek. Az
E,, a Q4 helyre vonatkozoan a vadtipushoz képest (Ga) 80, illetve 105 mV eltolodéast mu-
tatott M265IS és M265IT mutans RC-nal. Ezekbdl az eredményekbdl kovetkezik, hogy a
mutéciok altal létrehozott valtozasnak f6ként a Q4 energetikai tulajdonsagaira van hatésa,
mig a Qp-re nagyon csekély befolyéssal bir.

A Ga karotinoidot tartalmazo6, valamint az R-26 karotinoid-mentes RC-ra vonatkozo
késleltetett fluoreszcencia mérésekb6l latszik, hogy a két torzs esetében a P* és a PTQ,
allapotok kozotti szabadenergia-kiilonbség megegyezik egymaéssal, valamint a PTQ, 4lla-
potbdl szarmazoé késleltetett fluoreszcencia intenzitas is ugyanakkora.

A muténsokra vonatkozo méréseinkbdl latszik, hogy pH = 8,0-nal mind a késleltetett
fluoreszcencia intenzitas, mind a AGp«4 szabadenergia-kiillonbség az apolaros M2651V
muténs és a Ga vadtipusi RC-ok esetében megegyezik. Az is megfigyelhet§ azonban, hogy
ez a magasabb pH tartomanyokban méar eltérést mutat.

A poléros muténsok ezzel szemben pH = 8,0-nal a PTQ, allapot szabadenergia-szintjét
kozelebb toljak a P* allapot szabadenergia-szintjéhez, és lathatéan megnovekszik a késlelte-
tett fluoreszcencia intenzitésa (lasd 5.7 abra). Ez az eltolas 60 meV az Ile — Ser mutécio
esetében, és 115 meV az [le — Thr mutécié esetében. Ha Gsszehasonlitjuk ezt az antraki-
nonos helyettesitésnél kapott a toltésrekombinécié kinetikajabol indirekt moédon szamitott
Qa-ra vonatkozo E,, értékekkel, ami -80 mV M265IS-nél és -105 mV M265IT-nél (pH =
8,0) [108], akkor egészen jo egyezést lathatunk.

Az FTIR mérések egyik eredménye ramutat a Q4 redoxpotenciél eltolédasanak lehet-
séges okara a polaros mutansok esetében [138]. A differencia spektrumokbol latszik, hogy
a polaros mutansoknal valtozas kovetkezhet be a kinon karbonil oxigénje és a kornyezo
aminosav kornyezet kozott kialakult hidrogénhid kotés tavolsagban. A szerin és a treonin
hidroxil csoportja hidrogénhid kotést alakithat ki a ThrM26!_es reziduum peptid karbonil
csoportjaval, és ezzel az M259-M262 reziduum csoport (AsnM 259 _ AlaM260 _ T pM261 _
MetM262) peptidvazat megfesziti, és eltolja a kinon kornyezetébdl. Ezzel eltavolitja példaul
az AlaM?60_at, mely a dokkoléasi és molekuladinamikai szimulaciok alapjan hidrogénhid
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kotés tavolsagon beliil helyezkedik el a nativ ubikinon-10 C2=0 karbonil csoportjahoz
képest.

Egy masik érdekes eredménye az FTIR méréseknek, hogy a polaros mutansok esetében
az infravorés spektrum szemikinon anion savja nagyon érzékeny volt a 2H,O-ra, ellentétben
a Ga és az M265IV apolaros RC-kal [138]. Ebbdl az eredménybdl arra lehetett kovetkez-
tetni, hogy valtozas allhat be a kinon és kornyezete kozott kialakitott hidrogénhid kotések
erésségében. A 2H/'H helyettesités természetesen nem hat magara a hidrogénhid kotés
er@sségre, ellenben ha a kotési potencial elegenden anharmonikus, akkor befolyasolhatja
azt. Ugy gondoltuk, hogy ennek az effektusnak meg kell jelennie a AGp=4 értékben is a
polaros muténsok esetében, de azt talaltuk, hogy M265IS mutians RC esetében a P* és a
P*Q allapotok kozotti szabadenergia-kiilonbség nagysagat nem befolyésolta a 2H/'H-s
helyettesités.

5.1.2. Met"2?18 helyettesitések hatasa a Q, termodinamikai tulajdonsa-
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5.10 abra A P* és a PTQ, allapotok kozotti szabadenergia-kiilonbség pH-fiiggésének
abrazolasa Ga vadtipusu és az M218-as reziduum kiilénb6z6 mutéacidival elallitott
RC-ok esetében. A AGp~ 4 értéket a késleltetett fluoreszcencia és a prompt fluoresz-
cencia mérések intenzitas viszonyai alapjan szamoltuk ki az "Anyagok és modszerek"
fejezetben leirtak szerint. A koriilmények megegyeznek az 5.7 dbra alatt leirtakkal.

Az 5.10 dbran lathatjuk a Ga vadtipusa és a két M218-as mutans RC AGp+« 4 értékének
pH-fiiggését a fiziologids pH tartoményban. Az M218MA muténs RC esetében nagyon
hasonlo a pH-fliggés, mint amit az M265IS mutans RC-nél kaptunk. Az M218MG pedig
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még inkédbb a P* szabadenergia-szintje felé tolta el a PTQ7 allapot szintjét. pH = 8,0-ra
interpolalva a két mutansra a kovetkezs értékeket kapjuk:

M218MA AGpx4 = -835 4+ 20 meV
M218MG AGp+«yq = -805 £ 10 meV

Ezek a szabadenergia-szintek a Q 4 redoxpotencial eltolodésara -55 és -85 mV-ot jelentenek
az M218MA és az M218MG esetében.

430 nm-nél felvett toltésrekombinacids kinetikak alapjan a két muténs esetében szoba-
hémérsekleten pH = 8,0-nal a PTQ, — PQ4 rekombinacios folyamat sebességi allandoja-
nak emelkedését figyeltiik meg. A k:f; értékére Ga vadtipus esetében 9 s™1, mig M218MA-nal
27 s~ M218MG-nél pedig 38 s~ !-ot kaptunk.

A maésodlagos kinonrdl torténd toltésrekombinacio (PTQ4Qp — PQaQp) sebességi
allandoja (k‘g) Ga vadtipus esetén pH = 8,0-nal ~ 0,8 s~!, ami sokkal kisebb, mint a PtQ;
allapotrol torténd toltésrekombinacio sebessége (= 10 s71). M218MA és M218MG muténs
RC-ok esetében a megfigyelt sebességi allandéra még ennél is kisebb értéket kaptunk: 0,40
s™1 es 0,22 s~1. Osszehasonlitva ezeket az értékeket a PJFQ;1 allapotbél torténd rekombi-
nacio sebességével (mely sokkal gyorsabb folyamat) a Q4 és Qp kozotti elektrontranszfer

egyensilyi allandojara (LSJ)B) egyre nagyobb értéket kapunk (5.1 tablazat).

B W LN, K K
(s (s (s (s7H
GaWT 9,5 0,80 10 4-103 103

M218MA 270 040 65 4-10® 2-10°
M218MG 380 0,22 172 4-10° 2-10°

5.1 tablazat. M218-as mutans RC-ok elektrontranszfer karakterisztikajanak dsszeha-
sonlitasa a Ga vadtipusa RC-mal, pH = §8,0-nal.

A Q,Qp — QaQp kozotti elektrontranszfer sebességi allandoja (k:g%) pH = 8,0-

nal mindkét mutans RC esetében megegyezik a Ga vadtipusnél kapott értékkel: 4 - 1073
s7! (5.1 tablazat). A mésodik elektrontranszfer (Q;Qpz — Q4QpH2) sebességi allandoja
ellenben kétszer nagyobb az egész fiziologids pH tartomanyban az M218 muténs RC-ra,
mint a Ga vadtipusra (5.1 tablazat).

Az M218-as mutans RC-ok esetében a PTQ7; allapotbol torténd toltésrekombinacio
szignifikdnsan gyorsabb, mint a vadtipusi RC esetében. Nativ ubikinon-10-nél és vadti-
pustt RC-nal a téltésrekombinacio alagutazassal torténik a Q4-16l a PT-ra [139]. Ellenben,
ha mutaci6 hatasara a Qa redoxpotencialja alacsonyabba (negativabba) valik, akkor a
P*Bfeo,-on keresztiili termikus aktivicios at is megnyilik.

hv

kBfeoP

Lpfeoa

P*Bfeo,Q

kap

Igy a P*Q allapotbol torténd rekombinacio teljes (latszolagos) sebességi allandoja a ko-
vetkezd:
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AGBfeoA) bap = kaeoP + kap - LBfeoA (5 1)
RT (1 + LBfeoA) (1 + LBfeoA) .

klé = kaeoP : eajp(

A PTQ), allapotbol torténd toltésrekombinacio sebességének felgyorsulasa (k:ﬁ) vitat-
hatatlan jele a termikus aktivacios it bekapcsolodasanak. A Q 4 redoxpotencialjanak eltolo-
dasat viszont nem lehet egyértelmien a P*Q, rekombinacios kinetikdbol meghatérozni. A
P*Qj éllapotbdl torténs rekombinéciobol szintén informéciot nyerhetiink a Q 4 kézépponti
redoxpotencialjara a PTQ,Qp és PTQaQp kozotti elektrontranszfer egyensulyi allando-
janak (LSJ)B) segitségével. A kovetkezs folyamatabra alapjan az LSJ)B meghatarozhaté a
toltésrekombinacios kinetikabol:

hv (1)

LAB —
PQAQB PE— P+QZQB P+QAQB
K

kBp

A rekombinéci6 latszolagos sebességi allandoja a kdvetkezs Osszefliggéssel adhaté meg:

(1)

AG AG
B _ ) BfeoB A AB
kp = kpgeor - cxp(—p ) + kp - eap(—52=) + kpp
AGY) ki kpp - LY)
~ kA - exp( R;B) +kpgp = P(l) BP ({‘;B (5.2)
(L+Lyp) 1+ Lyp)

A PTQaQp allapotbol a direkt rekombinécios at sebességi allanddja (kpp) kis érték
vadtipusi RC-nal 0,1 - 0,2 s~! [84], mig L213DN mutans esetében (L213-as aszparaginsav
van kicserélve neutralis aszparaginra) 0,04 - 0,06 s~! [78]. Ennél a k‘ﬁ szézszor nagyobb,
ezért mig az LS}B egyensulyi allandé nem til nagy érték, addig a kpp elhanyagolhaté. Ilyen
koriilmények kozott a PTQy, illetve a PTQj rekombindciokbol kapott kg és kB értékek
felhasznalhatoak az egyensulyi allandé meghatéarozasahoz [53, 81]:

A
by k
L) ~ 5~ (5.3)
P

Ez az Osszefiiggés kell6en megalapozott a vadtipusiu RC esetében, ahol az LS}B ~ 15 és
a latszolagos sebességi allandoja a PTQp toltésrekombinacionak tizszer nagyobb, mint a

kpp. Az M218MA és M218MG mutansokra alkalmazva ezt az Osszefliggést az Li‘l})g értéke
65 és 172. Takahashi és mtsai [108| ramutattak az M265 polaros mutansok esetében arra,
hogy az ilyen médon meghatarozott értékek alulbecslik a tényleges ng)g-t, valamint a Q4
és Qp kozotti szabadenergia-kiilonbség valtozasara minimalis értéket adnak. Ez a minimum
érték M218MA esetében -30, mig M218MG esetében -70 meV.

A késleltetett fluoreszcencia kisérleteink igazoltak az elsGdleges kinon kozépponti re-
doxpotencialjanak eltolodasat az M218-as mutans RC-nal. A AGp+4 értéke 55, illetve
85 meV-tal csokkent az M218MA és M218MG mutansoknal pH = 8,0-nal a vadtipusnal
kapott szabadenergia-kiilonbséghez képest. Ezek az értékek kell§ 6sszhangban vannak a
Q41QB +— QaQp kozdtti elektrontranszfer egyensulyi dllandojara kapott also kozelités-
sel, melyek 35 és 70 meV-ot adtak M218MA-ra és M218MG-re.
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A RC struktarajat alapul véve az M218-as muténsok viselkedésének teljes magyarazata
még nem ismeretes. A helyettesitett alanin és glicin aminosavak sokkal kisebb térkitolté-
stiek, mint a vadtipus metioninja, mely a Bfeos és a Qa kozott helyezkedik el, és az
elektronok Bfeo-rél Q4-ra torténd alagutazasaban jatszik kulcsszerepet. Az elektronoknak
a metionon keresztiili ut mellett a Trp™252-on 4t vezets utvonal is rendelkezésére all, és
kozelitSleg azonos valoszintiséggel veszik igénybe a primér kinon redukalaséara |2, 3]. A Qa
helyen nativ ubikinon-10-nek antrakinonnal val6 helyettesitésénél a toltésrekombinacidokbol
meghatarozott redoxpotencial eltolodas kisebb mértékd volt az M218-as mutans RC-nal
(E. Takahashi nem publikalt adatai alapjan), igy lehetséges az a magyarazat, hogy a ki-
sebb térkitoltésti aminosavak miatt tobb vizmolekula helyezkedik el az elsédleges kinon
kornyezetében. Ezzel megvaltozik annak sztérikus és elektrosztatikus kolcsonhatésa a kor-
nyezetével. Az antrakinon, mivel jobban kitolti a rendelkezésre allo teret, kevesebb plusz
vizmolekula bejutésit engedi a megnovekedett térbe, igy kisebb mértéki a redoxpotenciél
eltolodasa.

48



5.2. Lipidkornyezet hatasa a kinonok viselkedésére izolalt re-

akci6centrumban

A kardiolipin (difoszfatid-glicerol) négy acil lanccal rendelkez negativan toltott lipid-
molekula. A rendelkezésre allo rontgen diffrakcios szerkezetek alapjan [33, 140| latszik,
hogy a kardiolipin a RC specifikus helyeire kétédik. A kardiolipin fejcsoportja a membran
citoplazmikus oldal felsl k6t6dik a harom fehérjealegységhez a két kinontdl koriilbelil 18
A tavolsagra.

Detergensben 1év6 izolalt RC-hoz kardiolipint adva a mésodlagos kinonrol térténd tol-
tésrekombinacio (PTQpz — PQp) nagymértékben lelassult. Az effektus a fél telitési alla-
potot 10-20 uM kardiolipin hozzaadéasa esetén érte el. Mivel izolalt RC esetében a toltés-
rekombinécié a masodlagos kinonrol f6ként a PTQ-on keresztiil indirekt modon torténik
[63, 81, 141], igy emiatt a Q,Qp «— Q4QJ elektrontranszfer egyensilyi allandoja meg-
novekszik. Ez a lassulds 100 uM kardiolipin hozzdadasa esetén pH = 8,0-nal koriilbeliil
haromszoros, ami a Qa/Q} és Qp/Qy szabadenergia-szintek kozotti kiilonbség 30 meV-
os novekedésére utal. Ez a novekedés a két allapot kozotti szabadenergia-kiilonbségben az
egeész fiziologias pH tartomanyban (pH = 6-t6l 10.5-ig) &llandé marad. Kardiolipin hoz-
zdadasa esetén a lassu fazis relativ amplitadoja 70%-rol 90%-ra né a toltésrekombinacio
kinetikdjaban, ami a Qp hely betoltottségének névekedését jelenti.

L A B
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0.6 o
07 A 05 4
M252WF (+CL) E 0.4 5 M252WF
L.
08 4 8 03 4
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05 A 0.1 -
(=CL)
l'"'-“m-_
D T T T T T T
0 005 01 016 02 025 03
04 4 Time (s)
s
L
o C
03 4
0,03 5
0.2 s
= 0,02 1
=]
01 1 ,TJESQIM 0.01 4
GaWT [+CL)
o
0 = T T Oyt

] 0,05

01 045 0.2 0.3 ]

Time (s)

0,25

015 0.2
Time (s)

5.11 abra. A kardiolipin hatasa a RC késleltetett fluoreszcencia emissziojara. GaWT
vadtipusi RC (A és C abra), Trp™?5? — Phe mutans RC (M252WF) (A és B abra)
hozzéadott kardiolipinnel (+-CL) és anélkiil (-CL). A mérési koriilmények megegyeznek
az 5.7 adbra alatt leirtakkal, a hozzaadott kardiolipin koncentracié 100 pM volt.
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Megfigyeltiik, hogy a kardiolipin ezenkiviil a mésodik elektrontranszfer (Q,Qz —
Q4QpH2) kismértéki felgyorsulasat is eredményezi. A sebességi allando (kfj)g) 1,5 -2
szeresre novekszik a fiziologias pH tartoméanyban.

Egykinonos (tebutrinnal gatoltuk Qp kotShelyet) izolalt Ga vadtipust RC esetében a
késleltetett fluoreszcencia intenzitasa 5-7-szeresére nétt kardiolipin jelenlétében (5.11 &bra
C). A AGp+ 4 szabadenergia-kiilonbség értéke 30 = 10 meV-tal csokkent a kardiolipin hoz-
zéadasat kovetGen. M252WF mutéans RC (Trp™252 — Phe (fenilalanin)) esetében hasonlé
effektust figyelhettiink meg, itt a szabadenergia-kiilonbség 50 + 10 meV-tal csdkkent a lipid
hozzéadasara (5.11 abra A és B).

A PTQ allapotbol mérhetd késleltetett fluoreszcencia intenzitésanak névekedése, va-
lamint a mésodlagos kinonroél térténd toltésrekombinacié lassulasa arra utal, hogy a kar-
diolipin bek&tédése a RC-hoz 30 - 40 mV-tal eltolja az els6dleges kinon kézépponti redox-
potencaljat negativ irdnyban. A kardiolipin Qa-ra gyakorolt hatésa nem nagy mértékqi,
mégis egyfajta jarulékos képet nyijt a nativ membranban tapasztalhaté nagyobb egyensu-
lyi allandora a Q4 és a Qp kozotti elektrontranszfernek, szemben az izolélt RC-ban kapott
értekkel (lasd a késdbbi fejezetet).

Erdekes, hogy a kardiolipin hatésa csak az elsédleges kinon energetikajat valtoztatja
meg, pedig a strukturalis képet tekintve lathatd, hogy a lipid kotShelye a kinonoktol egyenld
tavolsagra helyezkedik el. A hatéas feltehetGleg fehérje-lipid kolcsonhatason keresztil je-
lentkezik. Az M267-es arginin reziduummal kozvetlen kapcsolatban van a kardiolipin. Az
ArgM?267 része a Q4 kotohelynek, valamint so-hidat létesit a Glu™263-mal, mellyel kozre-
fogja az M265-0s reziduumot. Ez a s6-hid stabilizélja az M-alegység E jelt a-hélix felsd
részét (a D és az E hélixben helyezkednek el a Q4 kotShely lehorgonyzo pontjai).
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5.3. Reakciéocentrum természetes membranban: Kromatofora
késleltetett fluoreszcenciaja

A fotoszintetizaloé baktériumok szervezeti hierarchiajat szem el6tt tartva a detergens-
sel oldatba vitt RC késleltetett fluoreszcenciajanak targyalasa utan a membréan-fragmen-
tumokba agyazott RC (kromatofora) késleltetett fluoreszcenciajat vizsgaljuk. Széamos 1j
jelenség figyelhets meg, amelyek a RC-fehérje koriil kialakult szerkezeti kiillonbségeket tiik-
rozik. Ezek tanulmanyozésa értékes, és sokszor mas eszkozokkel elérhetetlen eredményeket
hozhat.

5.3.1. Izolalt és membran-fragmentumba agyazott reakciécentrum kés-
leltetett fluoreszcencia intenzitasanak 6sszehasonlitasa

Izolalt kromatofora késleltetett fluoreszcenciajanak intenzitasa koriilbeliil két nagysag-
renddel nagyobb, mint amit a megegyez§ koncentracioju izolalt RC-on mérhetiink (5.11
abra).

CYCA1 kromatofora
0.1

0.01 -
3 R26 reakcidcentrum

€ecCs -4+

Késleltetett fluoreszcencia
)

5.11 abra Kromatofora és izolalt RC &ltal kibocsatott késleltetett fluoreszcencia inten-
zitdsainak Gsszehasonlitasa. Koriilmények: RC-koncentracio ~ 0,320 uM, pH = 9,05,
T = 298 K mindkét esetben. Kromatofora esetében: 10 mM Trisz, 10 mM Ches, 100
mM NaCl, 5 pM valinomicin és 100 M terbutrin. RC esetében: 0,02% Triton X-100,
0,5 mM Ches, 100 mM NaCl és 100 uM terbutrin. A kinetikakat 128 jel atlagolasaval
kaptuk.

Az elézb fejezetben lattuk, hogy a fehérje-lipid kolcsonhatas modositja az elsGdleges
kinon kozépponti redoxpotencialjat, és ily modon a PTQ, allapot szabadenergia-szintjét.
A kinon kdzépponti redoxpotencialjat negativ iranyban eltolja, ezzel a PTQ7 allapot és a
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P* allapot kozotti szabadenergia-kiilonbséget lecsokkenti, aminek kovetkeztében a P+Qz
allapothoz kapcsolodo késleltetett fluoreszcencia intenzitdasa novekedni fog. Egy maésik a
késleltetett fluoreszcencia intenzitasat névels koriilmény, hogy izolalt kromatofora esetében
a RC-on kiviil az antenna-komplex is jelen van, mely erGsit6 hatést fejthet ki a bakterio-
klorofill altal kibocsatott fluoreszcencia intenzitasara.

Az 5.11 abran bemutatott méréseknél az izolalt kromatofora és az izolalt RC esetében is
inhibitort alkalmaztunk, mellyel a masodlagos kinont gatoltuk. Lathato, hogy a RC késlel-
tetett fluoreszcencia kinetikajaval szemben - mely egy komponenst és a PTQ7 allapothoz
kothets - a kromatofora esetében két komponenstii lecsengést kaptunk. A lassi kompo-
nens élettartama megfelel a 605 nm-nél mért toltésrekombinacioban is megfigyelhets, az
els6dleges kinonra jellemzd fazis élettartaméval. A gyors komponens ezzel szemben csak a
késleltetett fluoreszcencia kinetikaban jelentkezett, az abszorpcié-valtozasban nem.

5.3.2. Detergens-hatas vizsgalata
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5.12 abra Detergens (LDAO) hatésa a kromatofora (CYCAL1) altal kibocsatott késlel-
tetett fluoreszcenciara. Mérési koriilmények: RC-koncentracié 0,32 uM, 10 mM Trisz,
10 mM KCI, 10 mM CAPS, 2 uM stigmatellin és pH = 10,3. A kinetikdkat 128 jel
atlagolasaval kaptuk. A rendszer a gerjeszté lézerimpulzust t = 0 s-nal kapta.

Kromatofora esetében a RC-fehérje, valamint az antenna-rendszer tagjai a kettds lipid-
membranban helyezkednek el. Amennyiben detergenst (LDAO) adagolunk a rendszerhez
a kiilonb6z6 integralis membrénfehérjék szeparalddni fognak az intracitoplazmikus memb-
ranbol. Ez a szeparacio egyrészt megsziinteti a RC esetében a fehérje-lipid kdlesonhatést,
mésrészt eltavolitja a RC-okat az antenna-rendszer fehérjéitsl. Mindkét hatas a késleltetett
fluoreszcencia intenzitasanak csokkenését eredményezheti.
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Meéréseink alapjan kijelenthed, hogy névekvs detergens koncentracidval csokken a kés-
leltetett fluoreszcencia intenzitasa (5.12 abra).

- KF(membran) = 64,4
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5.13 abra Detergens hatésa az izolalt kromatofora (CYCA1) 4altal kibocsétott késlel-
tetett fluoreszcencia integralt intenzitasara. A kromatofora késleltetett fluoreszcencia
kinetikajat két komponensre bontottuk. A lassu (fekete), és a gyors (piros) komponens
integralt intenzitasait abrazoltuk a detergens (LDAO) koncentrécio fiiggvényében. Az
adatokra a szovegben részletesen leirt modellfiiggvényt illesztettiik. Az illesztés pa-
raméterei a megfelel6 komponensekre vonatkozoan az abran fel vannak tiintetve. A
mérési koriilmények megegyeznek az 5.12 abran leirtakkal.

Az LDAO koncentraciotol fiiggéen a RC-fehérje vagy a membranban vagy a detergens
altal kialakitott micellakban helyezkedik el. Ezen két allapot kozott egyensily alakul ki:

RCmembrén + LDAO L Rcmicella (54)

Az egyensiilyra, valamint a RC mennyiségének az allandosagara a kévetkezs két egyen-
letet irhatjuk fel:

[Rcmembrén] . [LDAO]
K= .
[RCmiceHa] (5 5)

[RC] = [RCmembrén] + [RCmiceHa] (56)
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A mért keésleltetett fluoreszcencia intenzitas (KF) az egyes allapotokra jellemzd késlel-
tetett fluoreszcencia intenzitasok sulyozott Gsszege:

KF = [Rcmembran] : KFmembrén + [RCmicella] : KFmicella (57)

Az (5.5), (5.6) és az (5.7) alapjan a kovetkezd Osszefiiggést tudjuk felirni:

KF

[RC|

= KFmiceHa :

[LDAO]
K + [LDAO]

+ KF

membran * m

K (5.8)

Az (5.8) Osszefliggés egy dupla hiperbolikus fiiggvényt definial, amelyet a késleltetett
fluoreszcencia gyors, és a lasst komponenseire illesztettiik (5.13 abra). A lasst komponens-
nél mar 0,154% LDAO koncentracional a felére csokken a kezdeti integralt intenzitas. Ez
a gyors komponens esetében kicsit nagyobb (0,32%) detergens koncentracional kovetkezik
be. Més tekintetben a két komponens hasonld viselkedést mutatott a detergens titralasa

soran.

5.3.3. A kromatofora késleltetett fluoreszcencidjanak pH-fiiggése
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5.14 abra Kromatofora (CYCA1) késleltetett fluoreszcenciaja alapjan meghatéarozott

relativ szabadenergia-valtozas a pH fliggvényében. A teljes késleltetett fluoreszcen-

cia integralt intenzitas alapjan meghatarozott relativ szabadenergia-valtozas értékek

zolddel, a lassi komponensre meghatarozott értékek feketével, mig a gyors kompo-

nensre meghatéarozott értékek piros szinnel vannak jelélve. Mérési koriilmények: RC-
koncentracié 0,3 uM, 10 mM Trisz, 10 mM KCI, 1 uM stigmatellin és T = 299 K.
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A pH novelésével a kromatofora késleltetett fluoreszcencia intenzitasa novekedését ta-
pasztaltuk. A kiilonbo6z8 pH értékeknél felvett késleltetett fluoreszcencia kinetikékat két
komponensre felbontva a kapott amplitado6 és élettartam értékek felhasznalasaval megha-
taroztuk az adott pH-hoz tartozé és pH = 5-re vonatkoztatott szabadenergia-értéket (5.14
abra). A 10,5 feletti pH tartomanyban drasztikusan megnétt a késleltetett fluoreszcencia
intenzitasa, mely részleges reverzibilitast mutatott. A két komponens hasonlé viselkedést
mutatott a pH titralas soran.

5.3.4. Inhibitor hatdsa a membran-fragmentumba agyazott reakciécent-
rum késleltetett fluoreszcenciajara
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5.15 abra Inhibitor hatasa a membran-fragmentumba agyazott RC (CYCA1) kés-
leltetett fluoreszcenciajara. A prompt fluoreszcencia intenzitassal normalt késleltetett
fluoreszcencia intenzitast az inhibitorok (stigmatellin (piros) és terbutrin (kék)) kon-
centracioinak fliggvényében abrazoltuk két kiilonboz6 pH értéken (7,0 (iires szimbolu-
mok) és 10,0 (telt szimbolumok)). Mérési koriilmények: RC-koncentracio 0,22 yM, 10
mM Trisz, 100 mM NaCl, 5 uM valinomycin és T = 298 K.

A maésodlagos kinon koétéShelyet inhibitorral gatolva a késleltetett fluoreszcencia néve-
kedését tapasztaljuk, mivel ezzel megsziintetjilk a Q,Qp és a QaQp éllapotok kozotti
elektrontranszfert, és igy P* allapothoz képest kisebb csapdamélységgel (és ezért nagyobb
késleltetett fluoreszcencia intenzitassal) rendelkezs P*Q7; allapot populaciojanak néveke-
dését érjitk el. Kromatofora esetében alacsony pH-néal (pH = 7,0) a stigmatellin és a ter-
butrin inhibitorok hasonlé viselkedését figyeltiik meg (5.15 &bra piros A és kék [J). Mindkét
gatloszer hatéasa telitésbe vihets megfelel6en magas koncentracio alkalmazasa esetén.
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Magas pH értéknél (pH = 10,0) ezzel szemben a két inhibitor eltérs viselkedést muta-
tott: a terbutrin hatasat (5.15 abra kék B) Gjra telitésbe lehetett vinni, mig a stigmatellinnél
(5.15 &bra piros A) ez nem volt elérhetd még 50 uM inhibitor koncentracional sem. Deter-
gensbe dgyazott RC-nal nem tapasztalhat6 ekkora mértéki eltérés a stigmatellin hatasdban
a kiilonbozé pH értékeknél.

A jelenség hatterében nagy valosziniiséggel a RC-nak a membran-kérnyezettel kialaki-
tott specialis kdlcsonhatésa allhat. Magas pH-n ez a kolcsonhatas deforméalhatja a méasod-
lagos kinon kotShely geometriajat, amely egyes inhibitoroknal (jelen esetében a stigmatel-
linnél) a stabilizaciot szolgaléo hidrogénhid kotések felszakadéasat eredményezheti, mely a
kotési affinitas csokkenéséhez vezethet.

5.3.5. Kils6 elektrondonor hatasa a kromatofora késleltetett fluoresz-
cenciajara
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5.16 abra Kromatofora (CYCA1) késleltetett fluoreszcencia integralt intenzitasanak
fiiggése a TMPD (dihidroklorid) elektron donor koncentraciojanak fiiggvényében. A
késleltetett fluoreszcencia kinetikakat két komponensre bontottuk. A lassu (fekete) és a
gyors (piros) komponens integralt intenzitas értékeit abrazoltuk. Mérési kortilmények:
10 mM Trisz, 10 mM KCI, 10 mM Caps, 2 uM stigmatellin és pH = 10,5. A késleltetett
fluoreszcencia kinetikdkat 128 jel atlagolasaval kaptuk.

Természetes koriilmények esetén a citokrém co donor redukalja vissza az oxidalt dimért
(PT-t) (2.6 abra), igy hozva azt ismételten gerjeszthets allapotba. Q4 aktiv (masodlagos ki-
non inhibitorral gatolt) CYCAT1 citokrém co mentes izolalt kromatofora esetében nincs jelen
donor (citokrom cs), igy a P+Q2 toltésszétvalasztott allapot csak a Q-r6l torténd vissz-
reakcio segitségével keriil alapallapotba (PQ4). Megfelel§ donort (ferrocén, illetve TMPD
[dihidroklorid|) alkalmazva PQ, allapott zart (toltésszétvalasztasra nem képes) RC-okat
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tudunk létrehozni. Ebben az esetben két folyamat fog versengeni egymaéssal: az elsGdleges
kinonrol val6 toltésrekombinécié folyamata (P+QZ — PQy), és az oxidalt dimér elektron
donor altal val6 visszaredukéilodésa (P+QZ — PQ}). Novelve a donor koncentraciojat,
ismételt gerjesztés alkalmazasa mellett, csokkenteni tudjuk a nyilt (toltésszétvalasztasra
alkalmas) RC-ok szdmat, mivel a gerjeszt6 lézerimpulzus ismétlésének ideje (1 s) sokkal
kisebb, mint a PQ’, allapot élettartama (ez feltételezhetSen > 1 s). Kevesebb nyilt RC-bol
gerjesztést kovetSen kisebb létszama P+Q7; populacio jon létre, igy a RC altal kibocséatott
késleltetett fluoreszcencia intenzitasa is csokkenni fog. A kovetkezd egyszerti modellel lehet
leirni ezeket a folyamatokat:
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5.17 abra Izolalt kromatofora (CYCAL) késleltetett fluoreszcencia integralt intenzi-
tasanak fiiggése a ferrocén elektron donor koncentracidjanak fiiggvényében. A késlelte-
tett fluoreszcencia kinetikdkat két komponensre bontottuk. A lassu (fekete) és a gyors
(piros) komponens integralt intenzitas értékeit abrazoltuk. Mérési koriilmények: 10
mM Trisz, 10 mM KCI, 10 mM Caps, 2 uM stigmatellin és pH = 10,76. A késleltetett
fluoreszcencia kinetikdkat 128 jel atlagolasaval kaptuk.
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A mért késleltetett fluoreszcenciat teljesen nem lehet eltiintetni egyik elektron donor
(TMPD 5.16 &bra, ferrocén 5.17 abra) esetében sem, mivel 128 jel atlagolésa sziikséges, és
ez 128 s teljes mérési id6t jelent. Ezen id6 alatt a zart RC-ok redukélt kinonjai (PQ7,) véges
valoszintiséggel visszaoxidalodnak (PQ4) valamilyen elektron akceptor hatéaséra, és az igy
elsallo RC-ok képessé valnak késleltetett fluoreszcencia kibocsatasara. Novekvs donalési se-
bességgel (nagyobb elektron donor koncentracio esetén) a késleltetett fluoreszcencia inten-
zitésa hiperbolikus fiiggvény szerint valtozik. Mindkét elektron donorra (5.16 és 5.17 &bra)
hasonl6 tendencia figyelhets meg, tovabba mindkét komponens (lassi és gyors) csokkenést
mutat névekvé donor koncentrécié mellett. A két fazis tehat nem mutat nyilvanval6an
eltérd viselkedést.

5.3.6. Kiils6 redoxpotencial hatasa

Kromatoforan (CYCA1) redoxpotencial titralast hajtottunk végre a 100 - 450 mV tar-
tomanyban (5.18 abra). Amint az varhatoé volt a RC kofaktorainak elektrokémiai tulaj-
donségaibol, a késleltetett fluoreszcencia nem valtozik specifikusan ebben a potencial tar-
tomanyban. A bakterioklorofill dimér még nem oxidalodik, és az elsGdleges kinon sem
redukalodik elektrokémiai titon. A két komponens viselkedése (gyors és lasst) nem mutat
eltérést ebben a tartomanyban.
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5.18 abra Kromatofora (CYCA1) késleltetett fluoreszcencia integralt intenzitasa a
kiils§ redoxpotencial fiiggvényben (100-450 mV). Az aktudlis redoxpotencialt aszkor-
binsav és HoO5 segitségével allitottuk be. Mérési koriilmények: 10 mM Trisz, 10 mM
KCI, 10 mM Caps, 2,5 mM ferroCN, 2 uM stigmatellin és pH = 10,7. A késleltetett
fluoreszcencia kinetikdkat 128 jel atlagolasaval kaptuk.
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5.3.7. Hoémérsékletfiiggés

A Q4 aktiv izolalt RC késleltetett fluoreszcencidja hémérsékletfiiggést mutat. A késlel-
tetett fluoreszcencia intenzitdsanak hémérsékletfiiggésébsl meghatarozhatoé a P*Qy4 —
P+QZ toltésszétvalasztas fontos termodinamikai jellemzdi, az entalpia- és az entropia-
valtozésa. Az un. van’t Hoff-féle abréazolas (a késleltetett fluoreszcencia amplitudojanak,
illetve integralt intenzitasanak logaritmusa az kBLT fiiggvényében) esetén egy egyenest ka-
punk, melynek meredeksége megadja a folyamathoz tartozo (hémérséklettd] fiiggetlen) en-
talpiavaltozas (AHY) értékét. Ez pH = 10,0-nal Rhodobacter sphaeroides R-26 vadtipusi
torzs esetében —861 + 40 meV [116, 104, 117].

Q4 aktiv kromatofora esetében szintén hémérsékletfiiggést figyeltiink meg a RC eredetii
késleltetett fluoreszcencianal. A két komponens esetében (gyors és lassi) viszont eltérs vi-
selkedést tapasztaltunk. A lasst komponens erés hdmérsékletfiiggést mutatott a fiziologias
hémérséklet tartomanyban (hasonléan az izolalt RC-hoz), és a van’t Hoff-féle abréazolas
(5.19 abra fekete) segitségével az entalpia-valtozas értékére -618 meV-ot kaptunk erre a
komponensre.
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5.19 abra Kromatofora (CYCAL1) altal kibocsatott késleltetett fluoreszcencia van’t
Hoff-féle abrazolasa, fiziologias hémérsékleti tartoméanyban (5,6 - 34,9 °C), pH =
10,5-nél. Az amplitado helyett az integralt intenzitasokat vettiik a gyors és a lassu
komponens esetében, tovabba ezt normaltuk a fotoaktiv RC-ok koncentraciojara (605
nm-nél mért fényindukalt abszorpciovaltozasbol (AOD) hataroztuk meg). Mérési ko-
riilmények: 10 mM Trisz, 100 mM KCI1, 10 mM Caps és 2 pM stigmatellin.

A lasst komponens a P*Q7 allapotbodl szarmaztathato, és viselkedése azonosnak te-
kinthetd az izolalt RC esetében mar leirt komponensével. A P* — P+Qz toltésstabilizacid

29



folyamata nagy entalpia-valtozassal jar egyiitt, mely gyakorlatilag irreverzibilissé teszi ezt
a termodinamikai 1épést.

Figyelembe véve, hogy a késleltetett fluoreszcencia gyors és a lassi komponenseinek in-
tegralt intenzitasai kozel azonosak, feltehetjiik, hogy a két komponens altal meghatarozott
allapotok és a P* allapot kozotti szabadenergia-kiilonbség nagyon kézel van egymashoz. A
lasst komponenssel szemben a gyors komponens nagyon csekély hémérsékletfiiggést mutat
ugyanezen hémérsékleti tartoméanyban, és az entalpia-valtozasra nagyon kicsi (-45 meV)
értéket kaptunk (5.19 abra). Kijelenthetjiik, hogy a gyors komponensnek megfelels termo-
dinamikai folyamatot, szemben az elsGdleges kinonon torténd toltésstabilizacidval, nagy
entropia-valtozas jellemzi.

5.3.8. A kisérleti eredmények elemzése

A természetes kornyezetébe (membranba) agyazott RC késleltetett fluoreszcenciaja
tobb érdekes tulajdonsagot (illetve markéns eltérést) mutat a detergensbe feloldott fehérje
késleltetett fluoreszcencidjaval osszehasonlitva. Ezek koziil a két legjellemz6bbet valasztjuk
ki, és az eltérés okait elemezziik.

Detergensbe és membranba Agyazott reakciécentrum késleltetett fluoreszcen-
cidinak 6sszehasonlitasa

Az ugyanakkora RC mennyiségre vonatkoztatott késleltetett fluoreszcencia intenzitésa
koriilbeliil két nagysagrenddel nagyobb kromatofordban, mint detergens oldatban. Ennek
oka abban keresendd, hogy a kromatofora membranjaba agyazott RC egyrészt més kornye-
zetben van, masrészt mas kolcsonhatasokban vesz részt, mint a detergenssel oldatba vitt
(feloldott) RC. Micellaris oldatban a fehérje a koriilotte lazan és kevéssé struktiralt modon
elhelyezkeds detergensekkel tobbnyire csak gyenge kolcsonhatést alakit ki. Ezzel szemben
a membranfrakciokban meghatarozé jelentGségi lehet a membran lipidjeivel valoé szoro-
sabb és specifikus kolcsonhatés, amelynek eredményeképp jelent&sen eltolodhat a primér
kinon kozépponti redoxpotencidlja. Ha az eltolédas a negativabb potencialok iranyaban
torténik, akkor csokken a P* és a PTQ} szintek szabadenergiai kozti kiilonbség, azaz (a
Boltzmann-faktorral meghatarozott mértékben) novekszik a megfigyelt késleltetett fluo-
reszcencia intenzitasa. Mivel szobahSmérsékleten 60 meV szintkiilonbség 1 nagységrend
intenzitas-valtozasnak felel meg, ezért a tapasztalt két nagysagrendid intenzitas-névekedés
a késleltetett fluoreszcenciaban a toltés-szeparalt allapot 120 meV szabadenergia csokke-
nésével egyenértéki. Ez természetesen csak akkor igaz, ha a késleltetett fluoreszcencia in-
tenzitasanak emelkedését kizarolag a PTQ), energiaszintjének csokkenésével magyarazzuk.

Ez az elképzelés nem all messze az igazsagtol, mert egyrészt sajat méréseink, méasrészt
az irodalomban jol ismert jelenségek és adatok is bizonyitékul szolgalnak. Kimutattuk eb-
ben a disszertacioban, hogy szamos, Q 4 koriili aminosav mutéacioja jelent&sen el tudja tolni
a Qa/Q} redox péar kézépponti potencialjat, amely a megfigyelt késleltetett fluoreszcencia
nagymértéki (exponencialisan emelkedd) valtozasat valtja ki. Hasonlo effektust figyeltiink
meg a kardiolipin és a RC kolcsonhatasaban, amely a membranbeli természetes viszonyok
nagyon kozeli modelljének tekinthet§. Nem csupén a késleltetett fluoreszcencia mérések,
hanem a kozvetlen redox mérések is bizonyit6 erejiiek: mig detergenssel izolalt RC-ban pH
8-nal a Qa/Q kozépponti redoxpotencialra optikai vizsgalatokbol +10 mV koriili értéket
kaptak [69], addig ugyanez a mennyiség kromatoforaban -75 mV-nak adédott ESR mérések
alapjan [10]. T6bb hasonlo vizsgalat is alatamasztja azt az elképzelést, hogy természetes
membranba agyazva a Q4/Q, redox par kézépponti potencialja 100 mV értékkel is negati-
vabb lehet a detergens oldatbeli értékéhez képest. Ezekbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk
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le, hogy a késleltetett fluoreszcencia intenzitasdban megfigyelt valtozas meghatéarozo effek-
tusa a természetes membran lipidjei és a RC redoxcentrumai kézotti energetikai csatolés.

A fent emlitett kdlcsonhatés dominans, de valdsziniileg nem kizarolagos a tapasztalt
intenzitas-noévekedés értelmezésében. A kromatoforat, szemben az izolalt RC-mal, ugyanis
nem csupan a RC-membran-lipid koélcsonhatas jellemzi, hanem a RC-nak az antenna-
rendszerrel kialakithato szoros kapcsolata is. Mig izolalt RC-ban a késleltetett fluoreszcen-
cia kizarolag a dimérbdl eredeztethets, addig kromatoforaban fennall annak a lehetGsége
is, hogy a visszreakcidval elGallt P* allapot nem dezaktivalodik késleltetett fluoreszcencia
foton alakjaban, hanem energia-(exciton)vandorlas révén az antenna-rendszerben deloka-
lizalodik. A fotont valamelyik antenna-pigment fogja emittélni, de ennek hatéasfoka mar
nem sziikségképp azonos a dimér fluoreszcencia hatasfokaval (hasonlo jelenség a szenzibi-
lizalt fluoreszcencia). Lattuk, hogy a RC-antenna kapcsolat lazulasat, illetve a teljes fel-
szakadasat, amelyet az ikerionikus detergens (LDAO) fokozatos hozzaadasaval értiink el,
a késleltetett fluoreszcencia intenzitdsédnak drasztikus (1-2 nagysagrendi) csokkenése, és
a prompt fluoreszcencia mérsékelt (2-3-szoros) emelkedése (nem kozolt adat) kiséri. Ezek
az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a fluoreszcencia hatéasfoka attol fliggSen kii-
16nbézik, hogy az elektron gerjesztett allapot (exciton) a RC dimérben (4 - 1074, [102])
vagy az antenna egyik bakterioklorofilljaban dezaktivalodik. Az LDAO titralason alapuld
el6zetes méréseink inkabb azt valdszinisitik, hogy az antennaban kisebb hatasfoku a fluo-
reszcencia emisszidja, mint a RC dimérben. A kiértéklést megneheziti az a tény, hogy az
LDAO detergens nem csak szétvalasztja és kioldja a membranbdl a fehérjéket, hanem a
(RC és antenna) fehérjékhez kotott pigmenteket is modosithatja, példaul megvaltoztatja
a fluoreszcencia hatasfokat. Ezeket az Osszetett hatasokat kiilon kell vizsgélni és értékelni,
mert ezekre a disszertacioban nem tudtunk kitérni.

A RC-nak az antenna-rendszerrel valé kapcsolata egy masik (kisebbségi) hatést is ki-
valthat. Az antenna (elnevezéséhez ill6en) megsokszorozza a fotofizikai rendszer fénybegytijt6-
képességet, ezért, ha nem volt teljesen telitési a fényfelvillanas az izolalt RC-ban, akkor
a membranban az antenna gondoskodik a RC teljes fénytelitésérdl. FEz természetesen a
késleltetett fluoreszcencia intenzitasanak emelkedésével jar egyiitt. Az effektus szdmottevs
lehet, ha a késleltetett fluoreszcenciat a fénytelitési gorbe linearis (és nem telitési) sza-
kaszan vessziik fel. Erre akkor van sziikség, amikor (a szabadenergia abszolut értékének
kiszamitasdhoz) a késleltetett fluoreszcenciat a prompt fluoreszcencia intenzitasaval kell
osszhasonlitani. Ekkor a gerjesztés/megfigyelés (input/output) tobb nagységrenden ativels
linearitasat hasznaljuk ki a prompt fluoreszcencia meghatarozhaté mértékid gyengitésére
(lasd az Anyagok és Modszerek c. fejezetet).

Uj komponens a kromatofora késleltetett fluoreszcencia kinetikajaban

A kromatofora késleltetett fluoreszcencia kinetikajaban megjelenik egy gyors (10 ms
koriili élettartami) komponens, amelynek nincs megfelelje sem a detergenssel feloldott
(izolalt) RC késleltetett fluoreszcenciajaban, sem a hasonld koriilmények kozott felvett
és az oxidalt dimérre jellemzd abszorpcio valtozasdban. A megfigyelés magyarazatara a
késleltetett fluoreszcencia keletkezésének alapelvéig megyiink vissza.

A késleltetett fluoreszcencia a gerjesztett allapotu dimerbdl (P*) szarmazik (az emisszio
maximuma 920 nm-nél van) és intenzitasa a prompt fluoreszcencidhoz viszonyitva 8-9 nagy-
sagrenddel kisebb. A P*-hoz képest az atmeneti redox allapotok nagyon mélyen fekszenek
(lasd az arok AG mélységeit a kiilonb6z8 mutansokra az el6zd fejezetben), ezért innen
csak szivargassal (azaz nagyon kis valoszintiséggel) folyhat visszafelé elektron-aram. A kés-
leltetett fluoreszcencia intenzitasa tehét kicsiny a kis aranyban visszafelé irdnyulé elekt-
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rontranszfer miatt, és kinetikdja visszatiikrozi az elére iranyul6 elektrontranszfer egymast
kovets lépéseit [116]. Amennyiben az elektron utjat Q4 és Qp kozott gatoljuk, akkor a
milliszekundumos idtartomanyban egyetlen (itt "lasst"-nak nevezett és 100 ms korili
idsallandoju) fazis (lecsengés) mutatkozik mind az abszorpciovaltozasban, mind a késlel-
tetett fluoreszcenciadban, amely a P+Qz — PQy4 visszreakciot tiikrozi. Az ennél szignifi-
kansan gyorsabb (&~ 10 ms életidejii) komponens megjelenése a késleltetett fluoreszcencia
lecsengésében egy tjabb atmeneti redox allapot létezésére utal, amely azonban az ab-
szorpciovéltozasban "csendes", azaz nem jelentkezik kiilon kinetikai komponensként. Ez
legegyszertibben gy értelmezhets, hogy ez az atmeneti allapot a PTQ toltésszeparalt
allapot és fehérje-kornyezetének még nem relaxélt forméaja, amelynek meglehetésen hossza
id6re van sziiksége az egyensiily visszanyerésére. Mivel mind a relaxélatlan, mind a relaxélt
allapot ugyanahhoz a redox allapothoz tartozik, ezért kozottiik abszorpciéban nem tudunk
kiilonbséget tenni, azaz a relaxélatlan allapot "csendes". A késleltetett fluoreszcenciaja
alapjan azonban megkiilonboztethets a két allapot.

A kromatoforaban megfigyelt késleltetett fluoreszcencia gyors és lassti komponensei
szamos kezelés hatasira hasonldéan viselkednek. A komponensek kialakulasaért felelés al-
lapotok szabadenergiainak pH-fiiggése nagy hasonlatossagot mutat, akarcsak az LDAO
detergenssel valo kolcsonhatasuk, az aktuélis redoxpotencialtol valo fliggésiik, vagy a kiils6
elektron donorokkal (ferrocen, TMPD) szembeni viselkedésiik. Mindezek a hasonlosédgok
azt jelzik, hogy kozeli és megegyez§ alaptulajdonsagu allapotokhoz kothets a két kompo-
nens. Jelent@sebb eltérést a hmérséklet valtoztatasédval szembeni viselkedés mutatott. A
van’t Hoff abrazolasok egyértelmiien jelezték, hogy két teljesen eltérs entalpia- és entropia-
valtozas jellemzi a PTQ} — P* folyamatot a gyors és a lasstt komponensek esetében. A
nem relaxalt PTQ7 allapotbol nagyon kicsiny entalpia-valtozas (AH = 45 meV) vezet a
P* elektron gerjesztett allapot (vissza-, illetve be-)népesitéséhez, mig ugyanez a folyamat a
relaxalt PTQ7 allapotbol AH ~ 620 meV entalpia-valtozast igényel. Mivel mindkét szint
gyakorlatilag ugyanabban a mélységben van, azaz koriilbeliil ugyanakkora a szabadenergia-
valtozas, ezért az entalpia-viltozasban megmutatkozo kiilénbséget az entropia-valtozas
kompenzalja. Mas szavakkal megfogalmazva azt mondhatjuk, hogy a nem relaxalt allapot-
boél az entropia, mig a relaxélt allapotbél az entalpia miikodteti a P+QZ — P* folyama-
tot. Ez a termodinamikai értelmezés kozel allhat a molekularis szinten lefrhaté valésaghoz,
hiszen a nem relaxalt allapotot a relaxalttol éppen az kiilonbozteti meg, hogy a PTQ, élla-
potnak a kornyezettel egyiitt értelmezett entropiaja (rendezetlensége) lényegesen nagyobb.
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5.4. Az els6dleges kinon redoxpotenciidljanak meghatarozasa
szamitégépes szimulacio segitségével vadtipusit és mu-
tans reakciécentrumokban

A szamitogépes szimulaciok soran a Stowell és mtsai. altal megadott 1AIJ struktarat
[35] alkalmaztuk kiindulasi szerkezetként. A kristalyszerkezetben alkalmazott nomenklatii-
raval valé konnyebb 0Osszevethetség érdekében a kinonmolekula atomjainak az ott meg-
adott szamozasi rendjét kovettiik (3,4-dimetoxi-1-metil-6-dekaizoprenil -2,5-benzokinon) a
konvencionalis (2,3-dimetoxi-5-metil-6-dekaizoprenil -1,4-benzokinon) helyett (5.20 abra).

O
H3CO

H3CO
0

5.20 aAbra Az ubikinonmolekula kémiai felépitése. A szamitogépes szimulaciok soran
4 izoprén egységgel rendelkezd ubikinonmolekulat hasznaltunk. A kinongyftri szén-
atomjainak szamozasa megegyezik a Stowell-féle 1AIJ [35] strukttrdban alkalmazott
konvenciéval.

Az 1A1J PDB azonositoju szerkezetbdl a harom fehérjealegységen (H,M,L), és az el-
s@dleges kinonmolekulén kiviil minden egyéb nem fehérje természet kofaktorokat, lipid-
molekulakat, szerkezeti vizmolekuldkat, és a nem hem tipustu vasatomot eltavolitottunk.

Warncke és mtsai. megvizsgaltak, hogy milyen hatéssal van az izoprén lanc hossza az
elsGdleges, és a masodlagos kinon kotési affinitasara [61]. Azt talaltdk, hogy a Q4 kots-
hely esetében ubikinon-0-t6l (amely nem rendelkezik izoprén lanccal, AGysesi(Q 4) = -6,84
kcal/mol) ubikinon-4-ig (AGistesi(Q4) = -13,1 keal /mol) névekszik a kitési szabadenergia,
mig ef6lott nagyjabol allando értéket vesz fel, és nem fiigg az izoprén egységek szamatol
a tovabbiakban. Ezen eredmények figyelembevételével, valamint a konnyebb kezelhetGség
miatt (kisebb atomszam révidebb futési id6t jelent) a nativ ubikinon-10 helyett ubikinon-
4-et hasznaltunk elsddleges kinonmolekulaként. A negyedik izoprén egység utani atomokat
toroltiik a szerkezetbdl.

A fehérje adatbank szerkezeti fajljaban nincsenek hidrogénatomok, igy azokat nekiink
kell a kiilonb6z6 molekuldkhoz hozzaadnunk. A harom fehérjealegység esetében ezzel nincs
gondunk, mivel a szimulaciok soran felhasznalt erétér készletek (force field) aminosavakra
tartalmazzak az ehhez megfelel6 paramétereket. A kinonmolekula esetében a hidrogéneket a
Dundee PRODRG2 szerver (http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/programs/prodrg/)
[142] segitségével adtuk a meglévs nehéz atomokhoz.

Az ubikinon-4 parciélis atomi toltéseit gazfazisbhan a MOPAC 93.00 [143| programcso-
magban implementalt AM1 szemiempirikus kvantumkémiai szinten, Mulliken populécio-
analizis segitségével hataroztuk meg a kinon, és az egyszeres negativ toltéssel rendelkezé
szemikinon &llapotokra. A késébbi szimulaciok egyesitett atommodellt alkalmaznak, igy
ezeket az atomi parcialis toltéseket atszamoltuk a megfelel§ atomcesoportokra (5.2 és 5.3
tablazat).
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Fejrész
PDB azonosité6 Atomcsoport Kinon Szemikinon

toltés toltés
C1 C -0,13 -0,18
C1M CHj; 0,12 0,16
C2 C 0,28 0,23
02 O -0,26 -0,54
C3 C -0,02 -0,06
03 O -0,25 -0,13
C3M CHj; 0,20 0,12
C4 C 0,01 0,04
04 O -0,22 -0,14
C4aM CHj; 0,20 0,13
Ch C 0,27 0,24
05 O -0,24 -0,53
C6 C -0,10 -0,18

5.2 tablazat Mulliken populacid-analizissel meghatarozott parcidlis atomi toltések
értékel az egyesitett atommodell atomcsoportjaira atszamolva kinon és szemikinon
eseteiben. A meghatarozas gazfazisban tortént AM1 szemiempirikus kvantumkémiai
kozelitéssel (MOPAC 93.00). Az adatok a kinon fejrészére vonatkoznak.

Hidrokarbon izoprén lanc
PDB azonosité6 Atomcsoport Kinon Szemikinon

toltés toltés
Cr CH, 0,15 0,11
C8 CH -0,09 -0,02
C9 C -0,09 -0,17
C10 CHj; 0,09 0,08
Cl11 CH, 0,06 0,06
C12 CH, 0,06 0,03
C13 CH -0,06 -0,02
Cl4 C -0,13 -0,16
C15 CHj; 0,07 0,06
C16 CH, 0,06 0,06
C17 CH, 0,06 0,05
C18 CH -0,06 -0,04
C19 C -0,13 -0,15
C20 CHj; 0,07 0,06
C21 CH, 0,06 0,06
C22 CH, 0,06 0,06
C23 CH -0,07 -0,05
C24 C -0,13 -0,14
C25 CHj; 0,07 0,07
C26 CHj; 0,07 0,07

5.3 tablazat Mulliken populacio-analizissel meghatarozott parcialis atomi toltések
értékei az egyesitett atommodell atomcsoportjaira atszamolva kinon és szemikinon
eseteiben. A meghatarozas gazfazisban tortént AM1 szemiempirikus kvantumkémiai
kozelitéssel (MOPAC 93.00). Az adatok a kinon hidrokarbon izoprén lancra vonatkoz-
nak.
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Az egyszeres negativ toltés f6ként a kinon fejrészén oszlik el, és nagyon csekély valtozast
eredményez az izoprén lanc toltottségében (5.2 és 5.3 tablazat). A két karbonil oxigénen (02
és O5) szimmetrikusan jelenik meg a tobblet toltés. A szimulaciok soran az aszimmetrikus
toltéseloszlas lehetGségét is megvizsgaltuk oly modon, hogy az egyik vagy a masik karbonil
oxigénre atcsoportositottuk a tobblet negativ toltést (elvontuk a masik karbonil oxigénrol).

A vadtipuson kiviil 5 mutans RC-t is modelleztiink: M2651V, M2651S, M2651T, M218MA
és M218MG. A mutéciokat a PyMOL v0.99 (http://pymol.sourceforge.net/) [144] mo-
lekulaszerkeszt6 és megjelenité programcsomag mutagenézis moduljaval készitettiik el. A
mutans RC-ok igy a vadtipussal ellentétben nem voltak optimalizalva.

Kétféle megkozelitést alkalmaztunk az ubikinon-4 kinonmolekula redoxpotencialjanak
meghatarozasahoz a Q4 koétShelyen. Az els§ megkozelitésnek a kovetkezs termodinamikai
ciklus az alapja:

eEq/q-

Q

Q-

AGSA AGEa

kotési kotési

eEq.as

Qa

Q.

Q és Q jeloli a kinon oxidalt, illetve redukalt (szemikinon) allapotat az olddszerben.
Eg/q- a kinon kozépponti redoxpotencialja oldészerben, melyet Zhu és mtsai. -145 mV
értékben hataroztak meg pH = 7,0-nél viz oldoszerre [145]. Q4 és Q a kinon oxidalt és
redukalt allapota az elsGdleges kinon kétShelyen a RC-ban. EQA Q5 & kinon redoxpotenci-

alja a Q4 kotshelyen RC-ban, mely kisérleti titon 30 mV-nak adodott [64], illetve kordbbi
meéréssel 10 mV-nak pH = 7,0-nal [146]. AGPA a kinon, mig AGEa

tési szabadenergiaja az elsGdleges kinon két(’;(ﬁgel;ére RC-fehérjében%m;f;1 ubikinon-4 kotési
szabadenergiaja a Q4 kotShelyre kisérleti adatok alapjan -13,1 kcal/mol [61].

A fenti termodinamikai ciklust felhasznalva a kinon kozépponti redoxpotencialja a kii-
16nb6z6 RC-ok Q4 koétShelyén kiszamolhatd, ha meghatarozzuk a kinon és a szemikinon
kotési szabadenergiajat, és felhasznaljuk hogy vizben a kinon koézépponti redoxpotenciélja

Eg/q- = -145 mV [145]:

a szemikinon ko-

o~
eLoiq- — eEQA/Q;\ = AGl%gési — AGGhesi (5.9)
Itt e az elektron toltése, és E-t mV-ban, AG-t meV-ban mérjiik. Ebbgl kivetkezGen:
_ Q Qa
Equa; = Earo- — (AGiies — AGygiasi) /€ (5.10)

A relativ kotési szabadenergiak meghatarozasat két kiilonbozd modszerrel végeztiik:
(1) linearis kolcsonhatasi energidk modszerével (Linear Interaction Energy, LIE) és (2)
dokkolassal. A modszerek leirasat az "Anyagok és modszerek" c. fejezet tartalmazza.

A masodik megkozelitésben a szabadenergia perturbéacioé (Free Energy Perturbation,
FEP) modszert hasznaltuk fel, arra hogy az ubikinon-4 molekula redox allapot véltozéasét
modellezziik vadtipust és mutans RC-fehérjékben.
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5.4.1. Kotési szabadenergidk meghatarozasa LIE modszerrel

Az "Anyagok és modszerek" fejezetben leirtuk a modszer elvi héatterét, itt a gyakorlati
megvaldsitas néhany részletére szeretnénk kitérni az eredmények bemutatéisa el6tt.

A kotési szabadenergia meghatarozasahoz sziikséges polaris (elektrosztatikus), és nem
polaris (nem elektrosztatikus, jelen esetben van der Waals) kolesonhatasok nagysagat MD
szimulaciok segitségével tudjuk meghatarozni. Ehhez mi az Aqvist és mtsai. altal kifej-
lesztett Q-Package (http://xray.bmc.uu.se/~aqwww/q/default.html) [147] MD szoft-
vercsomag 5-0s verziojat hasznaltuk FreeBSD (http://www.freebsd.org) operacios rend-
szeren.

A MD szimulaciok soran a Gromos87 [122| erétér paraméterkészletet (force field) al-
kalmaztuk, az CH,, alifas csoportokat pedig egyesitett atomokként kezeltiik. Az ubikinon-4
molekuldhoz, mivel az nem fehérje, tigynevezett konyvtar fajlt kellett elkésziteni, mely tar-
talmazza az egyesitett atomtipus megfeleltetéseket (5.4 tablazat), az atomok kotéseit, va-
lamint a toltéseket (melyet korabban hataroztunk meg kinon/szemikinon redox allapotra),
illetve toltéscsoportokat.

PDB azonosité Gromos87 PDB azonosit6 Gromos87
egyesitett atomtipus egyesitett atomtipus

C1 C.ar C11 C.3H2

C1M C.3H3 C12 C.3H2

C2 C.ar C13 C.ar.6H

02 0.2 C14 C.ar

C3 C.ar C15 C.3H3

03 0.3s C16 C.3H2

C3M C.3H3 C17 C.3H2

C4 C.ar C18 C.ar.6H

04 0.3s C19 C.ar

C4M C.3H3 C20 C.3H3

Ch C.ar C21 C.3H2

05 0.2 C22 C.3H2

Co6 C.ar C23 C.ar.6H

C7 C.3H2 C24 C.ar

C8 C.ar.6H C25 C.3H3

C9 C.ar C26 C.3H3

C10 C.3H3

5.4 tablazat Az ubikinon-4 molekula atomjainak megfeleltetése a Gromos87 erétér
paraméterkészlet egyesitett atomtipusaival.

A szimulaciokban aktivan (mozgasuk engedélyezett volt) a kinon O2-es karbonil oxi-
génjétsl 25 A tavolsagon beliili aminosavak vettek részt. A fehérje ezen kiviili részét 200
mi?“; harmonikus eréallandoval a kristalyszerkezeti poziciéjaba befagyasztottuk.

Rabenstein és mtsai. eredményei alapjan [148] a Glul'% ¢s a Glul?'2? reziduumok
alap (QaQp) és egyszeresen redukalt (Q, Qp) allapotban protonaltak pH = 7,5-nél. A
Gromos87 erétér paraméterkészlet lehetSséget ad a glutaminsav és aszparginsav esetében
a protonalt forma hasznalatara, igy ennél a két reziduumnal ezt alkalmaztuk is. Ezen kiviil
az 02-es karbonil oxigéntsl 20 A tavolsagon beliil elhelyezkeds aszparaginsav, glutaminsav,
arginin és lizin reziduumokat ionikusan "bekapcsoltuk" (5.5 tablazat).
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Pozitiv toltéstiek Negativ toltéstiek
Reziduum neve O2-t6l valé6 Reziduum neve O2-t45] valo

tavolsag tavolsag
Lys™® 17,88 A Glu’® 16,47 A
Argh103 16,54 A Asph213 20,08 A
Argh23! 1650 A GluM232 12,84 A
Argh228 14,89 A AgnH240 18,78 A
Arg233 17,05 A GluM246 14,64 A
Argh241 15,68 A Glu?263 13,92 A
ArgM247 1523 A Gluf3 16,24 A
Argh253 15,13 A Glut38 14,08 A
Arg267 1538 A Gluf/122 18,14 A
Lys!162 17,01 A GluH17s 17,52 A
Argh117 1595 A Gluf2% 19,68 A
ArgH177 16,62 A ApsH23! 16,93 A

5.5 tablazat A szimuléciok soran ionikusan bekapcsolt reziduumok és azok tavolsagai
az els6dleges kinon O2-es karbonil oxigénjétsl az 1A1J struktara alapjan.

A 25 A-6n beliili teret feltoltottitk vizmolekuldkkal ("rigid" SPC [simple-point-charge]
vizmolekula modell [149]) gombszimmetrikusan racsalakban a meglévs szerkezeti nehéza-
tomok kihagyasaval a Q-Package szoftvercsomag Qprep moduljanak segitségével a fehérjén
beliili MD szimulaciok esetében. Ez a vadtipusnal 578 darab, az M265-6s mutansoknél 580
darab, mig az M218-as muténsoknél 591 darab SPC vizmolekulat hozzédadasat jelentetett.
A legijabb rontgendiffrakcios szerkezetek [150], méar nagyobb mennyiségii szerkezeti viz-
molekulat (példaul az 2HG3 jeld 452 darabot) tartalmaznak, igy az altalunk alkalmazott
kozelités nem valtoztatja meg til drasztikusan a kinonmolekula koérnyezetét. Az oldoszer-
ben (SPC viz) tortént futtatasok alkalmaval magat a kinonmolekulat vettiik koriil 25 A
sugari gomb alaku térrészben vizmolekuldkkal. Az ionikusan "bekapcsolt" reziduumok he-
lyén pedig Na™, valamint Cl~ ionokat helyeztiink el, hogy a fehérjén beliili szimulaciohoz
hasonlé elektrosztatikus koriilményeket alakitsunk ki.

A modszer egyik fontos kévetelménye, hogy az oxidalt és a redukalt allapot esetében is
meg kell tartani a teljes rendszer neutralis allapotat. Szemikinon szimulaciok soran ezért az
02-t6] nagy tavolsagban 1év6 glutaminsav (Glu/2%) reziduumot ionikusan "kikapcsoltuk",
illetve oldoszerben tortént MD szimulaciok soran eggyel kevesebb Cl™ iont alkalmaztunk.

A fehérjén belili MD szimuléaciot megel6zéen tn. relaxacios és egyensulyi futtatasokat
végeztiink. El6szor alacsony hémérsékleten (1 K) erds hémérsékleti csatolassal értiik el (0,2
fs relaxacios id6vel hétartalyhoz csatoljuk a rendszert) a kiindulasi struktura relaxaciojat
(ez egyfajta geometriai optimalizacionak is tekinthets). Ezt kovetSen a rendszert fokoza-
tosan 1 K-r8l 300 K-rel melegitettiik fel (3 lépésben: 50 K-en 6 ps-ig, 150 K-en 4 ps-ig és
300 K 10,5 ps-ig), a hdmérsékleti csatolas folyamatos csokkentése mellett, a hdmérsékleti
egyensuly beallas érdekében.

Ezutan kovetkezett a tényleges MD szimulacié: 5-szér 50000 darab 1 fs-os szimulacids
lépéssel 300 K alland6 hémérsékleten. Minden szimulacid az els6t kivéve az el6z6 szimulacio
befejez6 koordinatait és sebességeit hasznalta kiinduléasi adatként. Az elsé szimulécio eseté-
ben a kiindulasi atomi sebességeket a Maxwell-Boltzmann-eloszlas alapjan hataroztuk meg
300 K-en. A nemkots kdlesonhatasok kezelésére 10 A hatartavolsagot (cutoff) hagytunk
az oldott-oldott, olddszer-oldoszer, és oldott-oldészer atomok kozott. Az oldoszer atomja-
ira polarizacios megszoritast alkalmaztunk (az erdallandé a polarizacios megszoritashoz:
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20,0 %g) Az elektrosztatikus koélesonhatasokat a "lokalis reakcio tér" eljarassal (Lo-

cal Reaction Field, LRF) kezeltiik [151]. A kotéstavolsagok és az atom-atom tavolsagok
megszoritasara a SHAKE algoritmust [152] alkalmazta a programcsomag.

Az olddszerben tortént MD szimul4ciét hasonloé paraméterekkel végeztiik, de két fontos
kiilonbséget tettiink: (1) a szimulacié hossza 5 x 50000 darab 1,5 fs-os 1épés volt, (2) és a
kinonmolekula és a hozzaadott ionok pozicidjat befagyasztottuk.

A kotési szabadenergia meghatarozasahoz a LIE modszer alkalmazasa esetén sziiksé-
giink van a ligandum (esetiinkben ubikinon-4 molekula) és a kornyezete kozotti elektroszta-
tikus, valamint a nemelektrosztatikus (van der Waals kolcsonhatéas, melyet a Lenard-Jones
potenciallal lehet kozeliteni) kolecsonhatési energiak értékeire. Ezeket az értékeket az ener-
gia kimeneti fajlokbél lehet kinyerni, majd atlagolni, végezetiil behelyettesiteni a kévetkezd
Osszefiiggésbe:

AGisiesi = a - (VD wstsre — (VD szabad) + 8 - (Vi sste — (Vi) szabad ) (5.11)

Itt <V111(J ) a ligandum és a kornyezete kozotti nempolaros kolesonhatasi energia at-
lagértékét jelenti kotott (az ubikinon-4 az elsGdleges kinon kotShelyen van a fehérjében)
és szabad (az ubikinon-4 az SPC tipusa vizmolekulak alkotta gomb belsejében van) al-
lapotban, mig <‘/1e11(> a ligandum és kornyezete kozotti elektrosztatikus potencialis energia
atlagértékét jelenti a ligandum kotott és szabad allapotdban. Az a és a 3 empirikus szor-
zofaktorok. Szimulaciéink soran toltott ligandumokat is alkalmazunk, igy az Aqvist altal
[153] erre az esetre javasolt értékeket hasznéltuk fel: a = 0,181 és 3 = 0,5.

RC tipus Kinon Szemikinon
ACzloa':itési ACz;ehérje ACzloa':itési ACz;ehérje
[kcal/mol]  [kcal/mol]  [kcal/mol] [kcal/mol]
Vadtipus  -3,39 £ 0,15 -17,29 + 0,10 15,21 £ 1,81 -51,41 4+ 1,38
M2651V -3,91 £ 0,22 -17,80 + 0,44 18,14 + 1,46 -48,48 4+ 1,21
M2651S -4.27 £ 0,17 -18,17 + 0,31 15,16 + 1,87 -51,46 + 0,10
M2651T -4.45 + 0,32 -18,34 + 0,44 12,02 +£ 1,86 -54,60 4+ 0,97
M218MA  -3.54 £ 0,19 -17,43 £ 0,13 10,49 £+ 2,17 -56,13 £+ 0,11
M218MG  -2.81 £0,19 -16,70 + 0,25 13,17 £ 1,91 -53,45 4+ 0,35

5.6 tablazat A LIE modszerrel meghatarozott kotési szabadenergia-értékek kinon és
szemikinon allapotokra. A MD szimuléci6é koriilményeinek, valamint a kotési szabad-
energia kiszdmoldsanak lefrasat lasd a szovegben. AGY ;. kotési szabadenergianak
az oldoszerben tortént szimulacié soran kapott korrekcio nélkiili részét jelenti, mely
kizarolag a kinonmolekula és kérnyezetének (fehérje + viz) elektrosztatikus és van der
Waals kolesonhatasaibol szarmazé potencialis energiakat tartalmazza.

A kotési szabadenergidkra kapott eredményeket az 5.6 tablazat tartalmazza. Lathato,
hogy vadtipus esetében a kisérleti eredménytdl (-13,1 keal /mol) eltérd értéket kaptunk. Az
M265-6s mutéansoknal a kinon erdsebb kotést mutat, mint vadtipust RC-nal. Vadtipusu
(R-26 és GA) és M265-6s mutans RC-ok esetében Takahashi és mtsai. [108] kiilonb6zs
kinon analdégokra meghatarozta a kotési szabadenergiat a Q 4 kotShelyre (5.7 tablazat). A
kisérleti eredményekben rendre pozitivabb kotési szabadenergiat kaptak a mutans RC-okra.
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Kinon AGysiesi [kcal/mol]

analog R26 GA M265IV M265IS M265IT
durokinon -897 -8,51 -6,25 -7,67
naftokinon -7,12 -7,50 -6,86 -5,84 -6,54
2-metil-naftokinon -8,62 -8,68 -8,32 -6,72 -7,74
antrakinon -9,31 -941 -9,21 -7,92 -8,70

5.7 tablazat Kiilonbo6z6 kinon analogok kisérleti iton meghatarozott kotési szabad-
energidja az elsédleges kinon kotGhelyre vadtipusa (R26 és GA), és mutans RC-ok
esetében [108] alapjan.

Szemikinon esetében az oldészerben tortént futtatis soran nem sikeriilt meggétolni a
vizmolekulak tulpolarizaciojat (még az LRF kozelités, és a polarizacios megszoritas ellenére
sem), {gy az Osszes RC-fehérjére pozitiv kotési szabadenergiat kaptunk. A pozitiv érték nem
kotést jelent, igy a kinon fehérjén beliili kbzépponti redoxpotencialjat sem tudjuk megha-
tarozni a fejezet bevezet§jében felvazolt termodinamikai ciklus alapjan felirt Gsszefiiggés
(5.10) szerint.

A LIE modszer egyik gyengesége az elektrosztatikus potencialis energiatag meghataro-
zésa oldoszerben (vizben) 1évé toltott ligandumra. A mi esetiinkben is emiatt nem tudtuk
az egyszeres negativ toltésd szemikinon kotési szabadenergiiit meghatarozni. A modszer
kinonra is a kisérleti adatoktol értékben és tendencidban eltéré eredményeket adott. A
kinonmolekulara is nem nulla parcialis atomi toltéseket (csak az Ossztoltése volt egyenld
nullaval) adtunk meg, igy az oldoszerben tortént szimulacié soran, a szemiknonhoz ha-
sonldan, a vizmolekulak tilpolarizécidja rossz iranyban befolyédsolta a potencialis energia
elektrosztatikus részét.

5.4.2. Kotési szabadenergidk meghatarozasa automatizalt dokkolassal

Az automatizalt dokkolas a relativ kotési szabadenergia meghatarozasanak egy masik
lehetséges modja. Ezt a modszert tobb alkalmazéasban is implementaltdk, mi a legtobbet
hivatkozott AutoDock 3.0.5 (http://autodock.scripps.edu/) [154, 155, 156| szoftver-
csomagot hasznaltuk. A bemeneti fajlok elkészitéséhez, valamint az eredmények kiérté-
keléséhez és megjelenitéséhez pedig az AutoDockTools (ADT) 1.4.3 (http://mgltools.
scripps.edu/) szoftvercsomagot alkalmaztuk.

A RC-fehérje (vadtipus és mutansok) az ubikinon-4 molekula, és a MD szimulacio alkal-
maval hozzdadott vizmolekulak dokkolashoz sziikséges bemeneti koordinitai megegyeztek
a MD szimulécié végsd allapotaban kapott koordinatakkal. A mi esetiinkben a RC héa-
rom fehérjealegysége, valamint a hozzdadott vizmolekulak egyiittesen alkottédk a dokkoléas
makromolekul4djat, mig az ubikinon-4 molekula jatszotta a ligandum szerepét.

A szimulaciot megel6zden az ADT segitségével eltavolitottuk az Osszes hidrogénato-
mot a fehérjérsl, majd a poléros hidrogéneket wjra hozzaadtuk. Ezt kévetGen Kollman
féle egyesitett atomi toltéseket [157] rendeltiink a harom fehérjealegység atomjaihoz. A
toredéktoltéseket az ADT segitségével korrigaltuk. A vizmolekuldkhoz a toltéseket oly mo-
don rendeltiik hozza, hogy azok neutralisak maradjanak. Ezutén egyesitettiik a fehérjét és
a vizmolekuldkat egy makromolekuldban, és ezutan egyiittesen kezeltiik ket a bemeneti
paraméterek definidlasa soréan.

Flexibilis ligandumként az ubikinon-4 molekulanél az egyszeres kotések torzios valtoz-
tatasat engedélyeztiik a dokkolds sorén, ezek széma 13 darab volt. Az atomi toltéseknek
az 5.2 és 5.3 tablazatban kozolt értékeket adtuk meg kinon és szemikinon allapotokra. A
ligandum kiindulasi poziciéja a MD szimulacié végss koordinatainak megfelel helyen volt,
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6s ekoré definialtuk azt a 0,375 A racsallandoja 70 A x 70 A x 70 A méreti racsot, mely-
ben a probaatomokat a dokkolas soran az AutoDock probalja elhelyezni. A hidrogénhid
kotések és a van der Waals kolcsonhatasok modellezéséhez a programcsomag sajat 12-10
és 12-6 Lenard-Jones paramétereit hasznaltuk. A Mehler és Solmajer [158] féle tavolsag-
fligg6 permittivitas osszefliggést alkalmaztuk az elektrosztatikus racstérkép generalasahoz.
Minden RC esetében 100 db dokkolast hajtottunk végre a Lamarckian genetikus algorit-
mus (LGA) felhasznalasaval (1-1 dokkolas soran a létrehozott fiiggetlen populaciok szama
150 darab) a generaldsok maximalis szamat 27000-ben limitaltuk. A t6bbi paramétert a
program alapbeallitdsainak megfelel6en hagytuk.

A kiértékelést az ADT analizis moduljaval végeztiik. Vadtipusa és a mutans RC-ok
esetében is a legnegativabb kotési szabadenergidkat vettiik figyelembe (5.8 tablazat). A ko-
tési szabadenergiat a végss intermolekuléris energia és a torzids szabadenergia 6sszegeként
kaptuk meg.

RC tipus AGysiesi [kcal/mol]

kinon szemikinon

szimm. aszimm. O2 aszimm. O5

Vadtipus -13,11 -15,29 -16,54 -16,47
M265IV -13,40  -15,77 -15,65 -17,23
M265IS -13,14  -14,57 -15,20 -16,13
M265IT -11,90  -15,33 -15,29 -16,43
M218MA  -11,49  -16,47 -16,75 -17,83
M218MG  -13,94 -16,52 -16,53 -16,58

5.8 tablazat Lamarckian genetikus algoritmus felhasznalasaval tortént dokkolési szi-
mulécioval meghatarozott kinon és szemikinon (szimmetrikus és kétféle [02, O5] aszim-
metrikus toltéseloszlas) kotési szabadenergiak vadtipusa és mutéans RC-ra. A szimula-
ci6 koriilményeinek leirdsat lasd a szdvegben.

Vadtipusia RC-nal a kisérleti eredménnyel szinte megegyezs értékii kotési szabadener-
giat kaptunk az oxidélt kinonra. Figyelembe véve az erls kozelitések szamét, melyet a
szimuléaciok soran alkalmaztunk, kissé megleps ez az egyezés. A mutansok esetében ha-
rom mutansnal negativabb (M265IS, M265IT és M218MG), mig ketts estében (M265IV
és M218MA) pozitivabb kotési szabadenergiat kaptunk a vadtipushoz képest. Korabban
bemutatott (5.7 tablazat) kinon anal6gok kisérleti eredményei alapjan az M265-6s mutan-
sokra a vadtipushoz képest kevésbé jo kotési affinitast vartunk.

Szemikinon allapotokra a vartnak megfelels erésebb kétési affinitasokat kaptunk. Er-
dekes eredmény, hogy altalaban a szimmetrikus toltéseloszlas esetében kaptuk az abszolut
értékben legkisebb kotési szabadenergiat, mig a legerésebb kotési affinitassal az O5 karbonil
oxigénre stlyozott aszimmetrikus toltéseloszlas rendelkezett minden RC-nél.

Erre az esetre mar tudjuk alkalmazni az (5.10) Osszefiiggést, és meg tudjuk adni a
kiilonb6z6 RC-ok esetében a kinon kozépponti redoxpotencialjat (5.9 tablazat).

Kisérleti eredmények alapjan a Q4 redoxpotencialja 10-30 mV koriili érték [64, 146]
pH = 7,0-nal vadtipust RC-fehérjében. A szemikinon szimmetrikus toltéseloszlasa esetén
ennél 60-80 mV-tal negativabb értéket kaptunk. Aszimmetrikus toltéseloszlédsnal viszont
egészen a kisérleti adatokhoz kozeli (4 és 1 mV) kozépponti redoxpotencialokat kaptunk.
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RC tipus EQA/Q; [mV]

szimm. aszimm. O2 aszimm. O5
Vadtipus -50 4 1
M265IV -42 -47 21
M265IS -83 -56 -16
M265IT 5 3 52
M218MA 74 86 133
M218MG -33 -32 -30

5.9 tablazat Ubikinon-4 molekula kézépponti redoxpotencialja a RC-fehérje els¢dle-
ges kinon kotShelyén vadtipust és mutans RC-ok esetében. A redoxpotencialt az (5.10)
Osszefiiggés alapjan hataroztuk meg, ahol Eg/q- = -145 mV [145]. A kiilénboz6 alla-
potokhoz tartozod kotési szabadenergidknak az 5.8 tablazat adatait hasznaltuk fel. A
szemikinon toltését egy szimmetrikus és két aszimmetrikus toltéseloszlassal modellez-
tiik.

Az 5.1-es fejezetben kozolt késleltetett és prompt fluoreszcencia intenzitas viszonyainak
alapjan meghatarozott szabadenergia-kiilénbség értékekbdl kiszamoltuk a kinon redoxpo-
tencial eltolodasanak mértékét a kiilonb6zd mutdans RC-ban a vadtipusi RC-hoz képest.
Az 5.10 tablazat adatai alapjan ugyanezt megtehetjiikk a dokkolasi szimuléacioval kapott
eredményekre is. Az 5.10 tablazat tartalmazza az eltoloédas meghatarozott értékeit.

Az M265IS mutans esetében a szimulédcidval kapott érték megfelels iranyban tolddik
el a vadtipushoz képest, és az O2 karbonil oxingénre stilyozott toltéseloszlés esetén azonos
mértékd az eltolédas a kisérletileg meghatéirozottal.

Az M265IT és az M218MA esetében a kisérleti eredmények alapjan elvart iranyhoz
képest ellentétes eltolodast kaptunk.

RC tipus EQA/Q;, eltolédas a vadtipushoz képest [mV]
szimm. aszimm. O2 aszimm. O5 KF mérés alapjan
M265IV 8 -51 20 0
M2651S -33 -60 -17 -60
M265IT 99 -1 ol -115
M218MA 124 82 132 -55
M218MG 22 -36 -29 -85

5.10 tablazat A kinon kozépponti redoxpotencialjanak eltolédasa a mutans RC-ban
a vadtipusi RC-hez képest. A dokkolési szimulacioval kapott eredmények 6sszehason-
litdsa a késleltetett és prompt fluoreszcencia intenzités viszonyaib6l meghatéarozott
kisérleti eredményekkel. Szimulacios értékeket az 5.9 tablazat adatainak felhasznala-
saval kaptuk.

Az M265IV és az M218MG esetében az eltolodas iranya harombol két toltéseloszlas
modellnél megfelel a kisérletileg elvart irannyal, de az eltolodas mértéke kiillonbozik attol.

Kijelenthetjiik, hogy a dokkolési szimulaciok soran kapott kotési szabadenergidk a ki-
sérletileg elvart nagysagrendbe estek, de a toltott ligandumok esetében a kotési szabad-
energidk nem valtoztak akkora mértékben, mint azt a kisérleti adatok alapjan elvartuk
volna.
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A kinonmolekula fehérjén beliili stabilizacidja szempontjabol fontos szerepe van a mo-
lekula és kornyezete kozott kialalkult hidrogénhid kotéseknek. Az els6dleges kinon esetében
a molekula két karbonil-csoportja tud hidrogénhid koétéseket kialakitani a kdrnyez§ amino-
savakkal és vizmolakuldkkal. FTIR vizsgalatok segitségével Breton és mtsai. [159] megal-
lapitotték, hogy az els6dleges kinon két karbonil-csoportja eltéréen viselkedik a redukcio
folyaman.

RC tipus Atom neve Tavolsag [A]
kinon koérnyezet kinon szemikinon
Vadtipus ~ UQA:02 HisM219:HD1 1,81
UQA:05 HOH®:H2 2,24
M265IV UQA:02 HisM?19:HD1 1,53
UQA:05 AlaM?260.HN 2,19 2,13
M265IS UQA:02 HisM219:HD1 2,17
UQA:02 ThrM?2:HG1 2,32
UQA:05 AlaM?260.HN 2,24 1,83
M265IT UQA:02 HisM219:HD1 1,91
M218MA  UQA:02 HisM219:HD1 1,64
UQA:05 AsnM?%9:HD22 1,70
UQA:05 AlaM?260.HN 2,06
M218MA  UQA:02 HisM?219:HD1 1,85
UQA:05 AlaM?60.HN 1,78

5.11 tablazat A hidrogénhid kétések szdmanak és kotéstavolsaganak valtozasa a dok-
kolasi szimulacié soran, vadtipusiu és mutans RC-oknal. A lehetséges hidrogénhid ta-
volsagokat (< 3,0 A) mutatjuk kinon és szemikinon allapotokban. A szemikinon min-
den esetben szimmetrikus toltéseloszlasu. A vizsgalt szerkezetek az adott ligandum
legnegativabb kotési szabadenergiajahoz tartozo stukturak voltak.

A korabbi rontgendiffrakcios szerkezetek alapjan [5, 160] azt feltételezeték, hogy a
C5=0 karbonil-csoport az Ala?260 peptid NH-jével, mig a C2=0 karbonil-csoport a His?19
HD1 protonjéaval képez hidrogénhid kétést. Az FTIR vizsgalatok eredményei azonban azt
mutattak, hogy a C5=0 karbonil-csoport nem vesz részt erds hidrogénhid kotésben, el-
lenben a C1=0 karbonil-csoport a redukci6é folyamén nagyon erds kapcsolatott épit ki a
HisM219 el [159].
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A kinon- és szemikinonmolekula dokkolasi szimulaciét kovetSen a legnegativabb kotési
szabadenergidkhoz tartozo szerkezeteknél megvizsgaltuk a ligandum és kornyezete kozott
kialakult hidrogénhid kotések mennyiségének a valtozasat (5.11 tablazat). Lathato, hogy
szemikinon allapotban megnd a hidrogénhidak szdma, valamint minden RC-nal szemikinon
esetében a His™?19 hidrogénhid kotésbe 1ép a kinon C2=0 karbonil-csoportjaval. Erdekes
koriilmény, hogy az M265IV és M265IS muténsoknal kinon és szemikinon allapotban is
hidrogénhid kotést létesit a C5=0 karbonil-csoport az Ala?260-nal (5.21 abra).
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5.21 abra Az els6dleges kinon fehérjekornyezete az 1A1J struktara alapjan [35]. A

HisM?219 M260_ag reziduumokat megvastagitva jeloltiik. A Q4-t, valamint a

-es és az Ala
tobbi abran szereplé aminosavat vonalabrazolassal mutatjuk be. Kiilon feliratoztuk a
kinon két karbonil oxigénjét. A konnyebb atlathatosag miatt a kinonmolekulét csak az

els6 izoprén egységig dbrazoltuk. A kép a PyMOL szoftver segitségével késziilt [144].
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5.4.3. FEP szimulacié a kinon redoxallapot-valtozasanak modellezésére
reakciécentrum-fehérjében

Szabadenergia perturbéacié szimuléacio segitségével két termodinamikai allapot kézotti
szabadenergia-kiilonbséget tudunk meghatarozni oly moédon, hogy az egyik termodinami-
kai allapotbdl kicsiny lépésekben kevert allapotokon keresztiill a mésik termodinamikai
allapotba jutunk. Jelen esetben ez a két termodinamikai &llapot a kinon redukilt, illetve
oxidalt allapota a RC-fehérjén beliil.

A FEP szimulaciokhoz szintén a Q-package [147| szoftvercsomagot alkalmaztuk. A fut-
tatasok soran kétféle kezdeti strukturalis allapotot hasznaltunk: egyrészt az 1A1J kristaly-
szerkezeti koordindtakat, mint vadtipust, illetve az abbdl PyMOL segitségével készitett
mutans szerkezeteket, masrészt az ubikinon-4 oxidalt allapotaban tortént MD szimuléciok
(vadtipusa és mutans RC-ban) végss koordinatait. Egyéb, a szerkezetre vonatkozé kiindu-
lasi paraméterek megegyeztek, a LIE szimulaciok soran alkalmazottakkal.

A perturbaciot a kinon toltéseinek 5.2 és 5.3 tablazatban bemutatott megvéltozasa
jelentette, valamint a két karbonil-oxigén Gromos87 erétér paraméterkészlet [122]| szerinti
atomtipusat is megvaltoztattuk (0.2 — 0.2-).

-16 —

] M218MA
s M265IV 7
12 M265IT

1 m2esis

-10 Vadtipus

AG
(kcal/mol)

5.22 abra Atlagos szabadenergia-valtozas a A csatolasi paraméter fiiggvényében a ki-
non atomi toltéséinek perturbacioja soran (Ossztoltés = 0 [A = 1], Ossztoltes = -1 [A =
0]). Az eredményeket a szemikinon szimmetrikus toltéseloszlasnal kaptuk. Kiindulasi
strukturak az 1ALJ kristalyszerkezet, mint vadtipus, illetve a PyMOL mutagenézis mo-
duljaval készitett mutansok voltak, megel6z6 MD szimuléci6 nélkiil. A FEP szimulacio

koriilményeit lasd a szovegben.

El6szor a rendszer relaxécidjat, majd egyensilyi allapotba keriilését elGsegité négy 1é-
péses szimulaci6 sorozatot hajtottunk végre (1 K-en 200 fs-ig, 50 K-en 6 ps-ig, 150-en
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2 ps-ig és 300 K-en 50 ps-ig) erds homérsékleti csatolas mellett. Ezt kovette a tényleges
FEP szimulacio, 55 kilénbozé A értéknél: [1,0] és [0,1] tartomanyban 6-6 ps-ig (1,5 fs-os
lépésiddvel) gytjtottiik az adatokat 300 K allandé hémérsékleten. Az elektrosztatikus kol-
csonhatésok 10 A tavolsagon kiviili kiterjesztéséhez az LRF modszert [151] alkalmaztuk.
A SHAKE eljarast hasznéltuk a vizmolekulak kotés és kotésszog, valamint a fehérje mo-
lekuldkon beliili kotések kényszerfeltételeihez. A gombszimmetrikus olddszertér felszinéhez
kozeli vizmolekuldkat polarizaciora vonatkozo megszoritas [161] ala rendeltiik.

Kiindulési allapotban a kinon 6ssztoltés nulla volt (A = 1), majd minden egyes lépésben
fokozatosan kozeledett a végss egyszeres negativ Ossztoltésid szemikinon végallapothoz (A
= 0). Az 5.22 abran és 5.23 dbrakon mutatjuk be az atlagos (az elérehalado: A =1 — 0 és
vissziranyt: A = 0 — 1 szimulaciok atlagos értéke) szabadenergia-valtozast a A paraméter
fliggvényében, ahol a perturbéciot a kinon Gssztoltésének megvaltozasa jelenti: A = 1-nél
0, mig A = 0-nél -1. Az 5.22 4dbrahoz tartoz6 FEP szimulaciok soran a kiindulési koor-
dinatak a kristalyszerkezet altal meghatarozott adatok voltak, illetve az azokbdél PyMOL
mutagenézis moduljaval készitett mutansok. Az 5.23 abrahoz tartozo szimulaciok alkal-
maval az el6z6leg MD szimulacion atesett strukturak jelentették a kiindulasi allapotokat
meghatarozo6 szerkezeteket.

22 ] M2651T
20 M218MA
M2651V

Vadtipus
M265IS

AG
(kcal/mol)

5.23 abra Atlagos szabadenergia-valtozas a A csatolasi paraméter fiiggvényében a
kinon atomi toltéseinek perturbacioja soran (6ssztoltés = 0 [A = 1], Ossztoltés = -1
[A = 0]). Az eredmények a szemikinon szimmetrikus toltéseloszlasa esetében kaptuk.
Kiindulasi szerkezetekként a megeléz6 MD szimulacié végss allapotait hasznaltuk fel.
A FEP szimuléci6 koriilményeit lasd a szévegben.

A két szimulécié sorozat eredményei egyméastol (ha nem is latvanyosan, de) eltérnek.
A jobb 6sszehasonlithatosag miatt tablazatba rendeztiik a kiindulési és végallapot kozotti
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szabadenergia-kiilonbségeket a kiilonb6z6 kiindulasi struktarak, és a szemikinon kiilonb6zé
toltéseloszlasai szerint (5.12 tablazat).

RC tipus AG |kcal/mol]
MD nélkiili struktara MD utani struktara
SZ. asz. 02 asz. 05 SZ. asz. 02 asz. O5
Vadtipus  -10,432  -66,312  -34,103 -13,431 -51,312  -30,255

M265IV  -15250  -65,871  -27,731 -13,989  -65,201  -39,342
M265IS  -13,722 66,635 -31,759 -12,583  -62,969  -26,208
M265IT  -14,253  -71,218  -33,696 -22,381  -64,750  -46,862

M2ISMA  -15,802  -63,112  -19,.247 -16,022  -69,637
M218MG  -14,517 69,834  -32,623

5.12 tablazat A FEP szimulacio soran kapott kiindulasi (kinon dssztoltés = 0) és vég-
allapot (kinon 6sszt6ltés = -1) kozotti szabadenergia-kiilonbségek vadtipust és mutans
RC-fehérje szerkezetekre kiilonb6z6 szemikinon toltéseloszlasoknal (sz. = szimmetri-
kus, asz. O2 = aszimmetrikus O2 silyozott, asz. O5 = aszimmetrikus O5-re stlyozott).
A jobb oldali eredmények a MD szimulécio utani strukturakra vonatkoznak, mig a bal
oldali strukturdknal nem hajtottunk végre megel6z6 MD szimulaciot.

Kiszamithatjuk a mutaciok hatasara bekovetkezett szabadenergia-kiilonbségek (mely a
kinon RC-fehérjén beliili redukalodéasat jellemzi) megvaltozasat a vadtipushoz képest (5.13
tablazat).

RC tipus AAG [kcal/mol]
MD nélkiili struktara MD utani struktara
SZ. asz. 02 asz. O5 SZ. asz. 02 asz. O5
M265IV -4,818 0,445 6,372 -0,558  -13,889 -9,087
M265IS -3,290 -0,319 2,344 0,848  -11,657 3,957
M265IT -3,821 -4,902 0,407 -8,950  -13,438  -16,607

M218MA  -5,370 3,204 14,856 -2,591  -18,325
M21SMG  -4,085  -3,518 1,480

5.13 tablazat Relativ szabadenergia-kiilonbség a vadtipushoz képest a mutéans RC-
oknal az 5.12 tablazat adatainak felhasznalaséaval. A tablazatban hasznalt jel6lések
megegyeznek az 5.12 tdblazat jeloléseivel.

Az eredeti kristalyszerkezeten alapulé FEP szimulaciok esetében a szemikinon szim-
metrikus toltéseloszlasanal rendre negativabb értékeket kaptunk, ami megfelel az elvart
irdnynak, viszont a kiilonb6z6 mutansoknal kapott valtozas mértéke eltér a kisérleti adatok
alapjan elvart szinttsl. A kisérleti eredmények alapjan a vadtipushoz és az M265IV mu-
tanshoz tartozé szabadenergia-kiilonbségek kozott kicsiny eltérést varnank, ezzel szemben
a vadtipushoz képest a mésodik legnagyobb valtozast pont az M265IV-nél tapasztaltuk.

A kinon aszimmetrikus toltéseloszlasanal (O5-re tolodasnal) a kisérlet alapjan elvart
irdnnyal ellentétes véaltozast kaptunk.
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MD szimulaciét kovets kiindulési struktaranédl a kisérleti eredmények alapjan var-
haté irdnyd és egymaéashoz képest helyes sorrendd valtozast kaptunk M265IV, M218MA
és M265IT mutansoknal. Az M2651S-nél viszont ellentétes iranya véltozast tapasztaltunk.

RC tipus Atom neve Tavolsag [A]
kinon kérnyezet  kinon szemikinon
Vadtipus  UQA:02 ThrM?22:HG1 3,31 1,48
UQA:02 TrpM?52:HE1 3,33 2,12
UQA:05 AlaM?260.H 3,09 1,65
M265IV UQA:02 ThrM?22:HG1 3,38 1,77
UQA:02 HOH'?#2:H2 5,48 1,79
UQA:0O5 HOH!'30:H2 3,38 1,65
M265IS UQA:02 HisM219:HD1 3,17 1,77
UQA:02 ThrM??22.HG1 2,48 2,16
UQA:02 TrpM?52:HE1 3,40 2,88
UQA:05 AlaM?260. 2,51 1,69
M265IT UQA:02 Thr™??2.HG1 1,82 1,50
UQA:02 TrpM?52:HE1 2,68 3,40
UQA:05 ThrM265:HG1 5,42 1,99
UQA:O5 HOH!'"63:H2 1,71 1,55
M218SMA  UQA:02 HisM?19:HD1 4,55 2,60
UQA:02 ThrM?22:HG1 3,31 1,56
UQA:05 AlaM?260. 2,65 2,50

5.14 tablazat A hidrogénhid kotések szamanak és kotéstavolsaganak valtozasa a FEP
szimulaci6é soran, vadtipust és mutdns RC-oknal. A lehetséges hidrogénhid tévolsa-
gokat (< 3,0 A) megvastagitassal jeloltiik. A sturktirakon elézetes MD szimulaciot
hajtottunk végre, és a szemikinon minden esetben szimmetrikus toltéseloszlasa.

A FEP szimulécié kiindulasi (kinon) és végallapotaiban (szemikinon) megvizsgalva a
szerkezeteket feltérképeztiik a kinon karbonil csoportja és a kornyezet kozott kialakult
hidrogénhid kotések szaménak és kotéstavolsaganak a valtozéasat (5.14 tablazat). Minden
esetben a hidrogénhid kotések szaméanak a névekedését és/vagy a kotéstavolsagok csokke-
nését figyelhettiik meg a kinonmolekula redukéilédasa sorén. Ez a tendencia egybevag a
korabbi tapasztaltokkal, mely szerint az els6dleges kinon &allapotat stabilizalja az elektron
felvétele.

A kinon/szemikinon stabiliziciojat szintén befolyésolja a két metoxi-csoport térbeli
elhelyezkedése a kinon-gytiri sikjahoz képest. A metoxi-csoport elektron hozzajarulasa a
delokalizalt elektronokhoz maximélis abban az esetben, ha a O-CHgs kotés a kinon-gytiri
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sikjaban helyezkedik el (ezt nevezik szabad metoxi-csoportnak). A rendelkezésre 4llo struk-
turdkat megnézve bizonyos szerkezetekben az egyik metoxi-csoport a kinon-gytird sikjaban
helyezkedik el, mig a masik kilép ebbdl a sikbol [37, 162] mas szerkezetekben [35] viszont
mindkét metoxi-csoport kidll a kinon-gytird sikjabol. A legijabb FTIR mérések az utébbi
konformaciot valoszintsitik mindkét (elsGdleges és méasodlagos) kinon esetében [163]. Kvan-
tumkémiai modell-szamitésok (szemi-empirikus és siiriiségfunkcional elmélet (DFT)) alap-
jan [128, 164] kinon allapotban ez els6 konformacio valészintibb (egyik metoxi-csoport a
kinon sikban helyezkedik el, mig a masik nem) és a metoxi-csoportok nyilasszoge 90°/90°
vagy 90°/270°, mig egyszeresen redukalt szemikinon &allapotban mindkét metoxi-csoport
kiall a sikbol és nyilasszogiik 90°/90° vagy 90°/270°.

A FEP szimulacié soran minden RC és konformécioé esetében a két metoxi-csoport
(C3-03-C3M és C4-04-C4M) kiallt a kinongytri sikjabol. Az 5.15 tablazat tartalmazza a
metoxi-csoportok nyilasszogeinek értékeit a FEP szimulacio kiindulé (kinon) és végallapo-
taban (szemikinon) a kiilonb6z6 RC-okra. Szamottevs valtozas (13-15 ©) csak két mutans
(M265IS és M218MA) esetében figyelhetd meg a C3-O3-C3M metoxi-csoportnal. Mindkét
esetben a szemikinon allapotban megnd a nyilésszog.

RC tipus Metoxi Kinon Szemikinon
csoport nyilasszoge Vszog nyilasszoge Vszog
[°] [kcal/mol] [°] [kcal/mol]

Vadtipus

C3-03-C3M 117,33 1,02 118,58 1,37

C4-04-C4M 117,08 0,96 116,67 0,86
M2651V

C3-03-C3M 110,40 0,01 112,63 0,16

C4-04-C4M 115,15 0,53 112,95 0,20
M265IS

C3-03-C3M 110,27 0,01 123,95 3,48

C4-04-C4M 113,93 0,33 115,41 0,58
M2651T

C3-03-C3M 111,96 0,10 112,36 0,14

C4-04-C4M 124,12 3,56 121,17 2,27
M218MA

C3-03-C3M 105,07 0,33 120,17 1,90

C4-04-C4M 114,07 0,35 112,98 0,20

5.15 tablazat A kinonmolekulahoz tartozé két metoxi-csoport atomjai altal bezart
nyilasszog nagységanak és a hozzatartozo potencialis energidnak (Visss) a megvalto-
zésa a FEP szimuléaci6 soran vadtipusi és mutans RC-okra. A strukturakon elGzetes
MD szimuléciot hajtottunk végre, és a szemikinon minden esetben szimmetrikus tol-
téseloszlast.

A vadtipust és az M265-6s mutans RC-oknal megvizsgaltuk az Ala’260 Cp metil szén-

atomja és az M265-6s reziduum Cg szénatomja kozotti tavolsagot, és annak valtozasat a
FEP szimulacio kiindulasi és végéallapotaban (5.16 tablazat).
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RC tipus reziduum-Cg Cg—AlaM260
tavolsag [A]

kinon szemikinon
Vadtipus 3,47 3,58
M265IV 5,33 5,40
M265IS 4,08 3,84
M265IT 4,44 4,97

5.16 tablazat Az Ala?269 metil Cy szénatomja és az M265-6s reziduum Cp szén-
atomja kozotti tavolsag a FEP szimuléacio kiindulasi (kinon) és végallapotaban (szemi-
kinon) vadtipust és M265-6s mutéans RC-oknal. A sturkttrakon elzetes MD szimulé-
ciot hajtottunk végre, és a szemikinon minden esetben szimmetrikus toltéseloszlassal
rendelkezik.

A vadtipushoz képest a legnagyobb eltérés az M265IV muténsnél lathato. Itt ~ 2 A-mel
eltavolodik a valin Cg szénatomja az alanin szénatomjatol. A polaros mutansoknal a kinon
redukcioja sordn ellentétes viselkedés figyelhet6 meg. A szerin Cg szénatomja 0,2 A-mel
kozelebb keriil az alaninhoz, mig a treonin szénatomja 0,5 A-mel eltavolodik attol.

Erdekes informécié a treoninnal kapcsolatban, hogy szemikinon allapotban hidrogén-
hid kotéstavolsagon beliilre keriil a szemikinon O5 karbonil oxigénjéhez. Kinon allapotban,
akércsak a vadtipus, 5 A-nél nagyobb tavolagra van az oxigéntsl. A muténsok kozziil egye-
diil az M265IT-nél mutat ekkora strukturélis valtozéast az M265-6s reziduum megvaltozta-
tasa.
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6. fejezet

Osszefoglalas

1. A bakterioklorolfill dimér késleltetett és prompt fluoreszcencia intenzitasanak ossze-
hasonlitaséaval (az Anyagok és modszerek fejezetben ismertetett modon) meghata-
roztam az elsG stabil toltéspar (P*Q) szabadenergia-szintjét a P* szinthez képest
Rhodobacter sphaeroides GA vadtipusi, és az els6dleges kinon akceptor kdzeli mu-
tans reakcidcentrumoknal a fiziologias pH tartoményban. A GA vadtipus esetében a
két allapot kozotti szabadenergia-kiilonbségre -890 + 5 meV-ot kaptam pH = 8,0-nal.

(1)

2. Az M265IV apolaros mutansnal a GA vadtipushoz hasonlo késleltetett fluoreszcen-
cia intenzitasokat mértem a fiziologids pH tartomanyban. A PTQ} és P* éllapo-
tok kozotti szabadenergia-kiilonbség (AGp«4) értéke pH = 8,0-nal -890 £+ 10 meV,
amely megegyezik a vadtipusi reakcidcentrumnal kapott eredménnyel. Az M2651V
mutansra meghatarozott AGp«4 (ellentétben a vadtipussal) pH = 10-ig nem mutat
pH-fiiggést. Az eltérs pH-fiiggés miatt pH = 10,5-nél a szabadenergia-kiilonbségre (a
GA vadtipushoz viszonyitva) mar 20 meV-tal negativabb értéket kaptam. (II)

3. Az M265 polaros mutansainal (M265IS, M265IT) a GA vadtipushoz képest nagyobb

késleltetett fluoreszcencia intenzitdsokat mértem az egész fiziologias pH tartomany-
ban. Ennek megfeleléen ennél a két mutéansnal a P* és a PTQ} allapotok kozotti
szabadenergia-kiilonbség lecsokken a vadtipushoz képest. A AGpx4 értékére pH =
8,0-nal M2651S mutansra -830 + 10 meV-ot, mig M265IT mutansra -775 £+ 5 meV-ot
kaptam. Osszehasonlitva a GA vadtipusa reakciécentrumnal kapott értékkel ez azt
jelenti, hogy az elsGdleges kinon kézépponti redoxpotencidlja M2651S-nél -60 mV,
mig M265IT-nél -115 mV értékkel eltolodik.
A rendelkezésre allo szerkezeti adatokbdl és a korabbi FTIR mérések eredményei
alapjan a megfigyelt jelenségre a kovetkez§ magyarizatot adom: A poldros mutan-
soknal valtozas kovetkezik be a kinon karbonil oxigénjei és a kornyez$ aminosavak
kozotti hidrogénhid tévolsagokban. A szerin és a treonin hidroxil csoportja hidrogén-
hid kotést alakithat ki a ThrM261_es reziduum peptid karbonil oxigénjével, és ezzel
az M259-M262 reziduum csoport peptidvazat megfesziti, és eltolja a kinon kérnyeze-
tébol. Eltavolodik az Ala??60 is mely hidrogénhid tavolsagon beliil helyezkedik el a
nativ ubikinon-10 Co=0 karbonil csoportjdhoz képest. A megvaltozott kornyezet és
stabilizalo hidrogénhid kotések atrendezédése felelGs az elsGdleges kinon redoxtulaj-
donségainak megvaltozasaért. (II)

4. Az M218MA és M218MG mutéansoknal a GA vadtipushoz képest szintén nagyobb
késleltetett fluoreszcencia intenzitasokat mértem az egész fiziologias pH tartomény-
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ban. A AGp«4 értékére pH = 8,0-nal M218MA mutansra -835 + 20 meV-ot, mig
M218MG mutansra -805 + 10 meV-ot kaptam. Ezeket az értékeket 6sszehasonlitva
a GA vadtipusra kapott eredménnyel megallapitottam, hogy az els6dleges kinon ko-
zépponti redoxpotencidlja az M218MA mutansnal -55 mV, mig M218MG-nél -85 mV
értékkel eltolodik. A AGp.a pH-fliggésének lefutasa hasonld, a GA vadtipushoz és
az M265-6s mutansokhoz.

Az M218-as mutéansok esetében a PTQ} allapotbol torténd toltésrekombinacio (kf;
(M218MA) = 27 s~1 és kA(M218MG) = 38s~1) szignifikansan gyorsabb, mint a vad-
tipusi reakcidcentrumnal (k‘l‘é(GA) = 9.5 s71). Nativ ubikinon-10-nél, és vadtipusi
reakciocentrumnal a toltésrekombinacio alagutazéassal torténik a Q4-r6l a Pt-ra. Ha
azonban a mutéaci6 hatasara a Q 4 redoxpotencialja alacsonyabbé (negativabba) valik,
akkor a P*Bfeo-on keresztiili termikus aktivacios rekombinécios at is megnyilik. A
P*Q allapotbol torténd toltésrekombinaci6 sebességének felgyorsulasa (k‘ﬁ) egyeér-
telmd jele a termikus aktivacios ut bekapcsolodésinak.

Az atomi szerkezetet alapul véve a tapasztalt valtozasra az alabbi magyarazat ad-
hato: a helyettesitett alanin és glicin aminosavak sokkal kisebb térkitoltéstiek, mint
a vadtipus metioninja, mely a Bfeos és a Qa kozott helyezkedik el, és az elektro-
nok Bfeo-r6l Q4-ra térténd alagutazasiban jatszik kulcsszerepet. Az elektronoknak
a metionon keresztiili ut mellett a Trp™252-on 4t vezetd ttvonal is rendelkezésére all,
és kozelitSleg azonos valdszintiséggel veszik igénybe a primér kinon redukalasara. A
Q4 helyen nativ ubikinon-10-nek antrakinonnal valé helyettesitésénél a toltésrekom-
bindciokbol meghatarozott redoxpotenciél eltolodas kisebb mértékid volt az M218-as
mutéans reakciécentrumnal, igy a kisebb térkitoltésti aminosavak miatt tobb vizmole-
kula helyezkedik el az elsdleges kinon kornyezetében. Ezzel megvaltozik annak szté-
rikus és elektrosztatikus kélcsonhatasa a kornyezetével. Az antrakinon, mivel jobban
kitolti a rendelkezésre allo teret, kevesebb plusz vizmolekula bejutisat engedi a meg-
novekedett térbe, igy kisebb mértéki a kozépponti redoxpotencialjanak az eltolédasa.

(1)

. Megfigyeltem, hogy ha a detergenssel izolalt reakciécentrumhoz kardiolipint adtam,
akkor a masodlagos kinonrol torténd toltésrekombinacio (P+Q]§ — PQp) nagymeér-
tékben lelassult. Az effektus a fél telitési allapotot 10-20 uM kardiolipin hozzéadésa
esetén érte el. Mivel izolalt reakciécentrum esetében a toltésrekombinacié a masod-
lagos kinonrdl foként a PTQ-on keresztiil indirekt modon torténik, igy emiatt a
Q41 Qp « Q4Qp elektrontranszfer egyenstlyi dllandoja megnovekszik. Ez a lassulas
100 uM kardiolipin hozzaadasa esetén pH = 8,0-nal koriilbeliil haromszoros, ami a
Q) ¢és Qp szabadenergia-szintek kozotti kiilonbség 30 meV-os névekedésére utal. Ez
a novekedés a két allapot kozotti szabadenergia-kiilonbségben az egész fiziologias pH
tartomanyban (pH = 6-t6l 10.5-ig) allandé marad. Kardiolipin hozzdadésa esetén a
lasstu fazis relativ amplitadoja 70%-r6] 90%-ra né a toltésrekombinacio kinetikajaban,
ami a Qp hely betoltottségének novekedését jelenti.

Egykinonos (terbutrinnal gatoltam a mésodlagos kinon kétShelyet) izolalt GA vad-
tipust reakciécentrumnél a késleltetett fluoreszcencia intenzitésa 5-7-szeresre nétt
kardiolipin jelenlétében. A AGp.4 szabadenergia-kiilonbség értéke 30 4+ 10 meV-
tal csokkent a kardiolipin hozzaadéasat kévetGen. A PTQ7 allapotbol mérhets kés-
leltetett fluoreszcencia intenzitdsénak ndvekedése, valamint a mésodlagos kinonrol
torténd toltésrekombinacié lassulésa arra utal, hogy a kardiolipin bekét&dése a reak-
cibeentrumhoz 30 - 40 mV-tal negativ irdnyban eltolja az els6dleges kinon kézépponti
redoxpotencaljat. (II)
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6. Megallapitottam, hogy megegyez§ reakciécentrum koncentracié mellett két nagysag-

renddel nagyobb késleltetett fluoreszcencia intenzitédst mértem membranba agyazott
reakciocentrum (kromatofora) esetében, mint detergens oldatban. Ennek oka lehet,
hogy a kromatofora membranjaba agyazott reakciécentrum egyrészt més kornyezet-
ben van, masrészt mas kolcsonhatasokban vesz részt, mint a detergenssel oldatba
vitt (feloldott) reakcidcentrum. Micellaris oldatban a fehérje a koriilotte lazén és
kevéssé strukturalt moédon elhelyezkedd detergensekkel tobbnyire csak gyenge kol-
csonhatéast alakit ki. Ezzel szemben a membranfrakciokban meghatarozo jelent&ségi
lehet a membréan lipidjeivel valé szorosabb és specifikus kélesonhatés, amelynek ered-
ményeképp jelentsen eltolodhat a primér kinon koézépponti redoxpotencialja.
Az el6z6 tézispontok alapjan lathato, hogy a Q4 koriili aminosavak mutécioja jelen-
tésen el tudja tolni a Q4/Q, redox par kozépponti potencialjat, amely (amennyiben
a negativabb potencialok iranyaban torténik) a megfigyelt késleltetett fluoreszcen-
cia nagymeértéki (exponencialisan emelkeds) valtozasat valtja ki. Hasonlo effektust
figyeltiink meg a kardiolipin és a reakcidécentrum kolcsonhatasaban, amely a memb-
ranbeli természetes viszonyok nagyon kozeli modelljének tekinthets. Tobb hasonld
vizsgélat is aldtamasztja azt az elképzelést, hogy természetes membranba dgyazva a
Qa/Q} redox par kézépponti potencialja 100 mV értékkel is negativabb lehet a de-
tergens oldatbeli értékéhez képest. Ezekbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a
késleltetett fluoreszcencia intenzitasaban megfigyelt valtozas meghatarozé effektusa a
természetes membran lipidjei és a reakcidécentrum redox centrumai kézotti energetikai
csatolés.

7. Ikerionikus detergensnek (LDAO) kromatoforahoz valé fokozatos adagolasa soran a
késleltetett fluoreszcencia intenzitasanak drasztikus (1-2 nagysagrendii) csokkenését,
illetve a prompt fluoreszcencia mérsékelt (2-3-szoros) emelkedését figyeltem meg. A
kromatoforat, szemben az izolalt reakciocentrummal, nem csupan a reakciécentrum-
membran-lipid kolcsonhatés jellemzi, hanem a reakciécentrumnak az antenna-rend-
szerrel kialakithato szoros kapcsolata is. Mig izolalt reakcidcentrumban a késleltetett
fluoreszcencia kizarolag a dimérbdl eredeztethets, addig kromatoforaban fennall an-
nak a lehetsége is, hogy a visszreakcidval elsallt P* allapot nem dezaktivalodik
késleltetett fluoreszcencia foton alakjaban, hanem energia-(exciton)vandorlas révén
az antenna-rendszerben delokalizalodik. A fotont valamelyik antenna pigment fogja
emittdlni, de ennek hatéasfoka mar nem sziikségképp azonos a dimér fluoreszcencia
hatasfokéaval.
kozotti kapcsolat lazulasat, illetve teljes felszakadasat eredményezi. A mérési ered-
mények arra engednek kovetkeztetni, hogy a fluoreszcencia hatasfoka attol fliggGen
kiilonbozik, hogy az elektron gerjesztett allapot (exciton) a reakciocentrum dimér-
ben, vagy az antenna egyik bakterioklorofilljaban dezaktivalodik. Az LDAO titralason
alapulé méréseim inkabb azt valészintsitik, hogy az antennéban kisebb hatasfoka a
fluoreszcencia emisszidja, mint a reakcidcentrum dimérben.

8. Q4 és Qp kozott gatolva az eletrondtadast a kromatofora késleltetett fluoreszcencia
kinetikdjanak milliszekundumos idétartoméanyéban a P+Q2 — PQy4 visszreakciot
tiikrozd lasst lecsengés (~ 100 ms élettartam) mellett egy gyors (10 ms koriili élet-
tartami) komponens megjelenését figyeltem meg, amelynek nincs megfelelGje sem a
detergenssel feloldott (izolalt) reakciocentrum késleltetett fluoreszcenciajaban, sem a
hasonlo korilmények kozott felvett és az oxidalt dimérre jellemzd abszorpceid valto-
zéséban. Ez legegyszertibben tigy értelmezhetd, hogy a gyors komponenssel jellemez-
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11.

het6 Atmeneti allapot a P+Qz toltésszeparalt allapot és fehérjekdrnyezetének még
nem relaxalt forméaja, amelynek meglehet&sen hosszu idére van sziiksége az egyen-
suly visszanyerésére. Mivel mind a relaxalatlan, mind a relaxélt allapot ugyanahhoz
a redox allapothoz tartozik, ezért kozottiik abszorpciéban nem tudunk kiilonbséget
tenni, azaz a relaxdlatlan allapot "csendes". A késleltetett fluoreszcenciaja alapjan
azonban megkiilonboztethets a két allapot.

A kromatoforaban megfigyelt késleltetett fluoreszcencia gyors és lassi komponen-
sei szamos kezelés hatésara hasonléan viselkednek. A komponensek kialakuléséért
felels allapotok szabadenergidginak pH-fiiggése nagy hasonlatossdgot mutat, akar-
csak az LDAO detergenssel vald kolcsonhatasuk, az aktualis redoxpotencialtol vald
fiiggésiik, vagy a kiils§ elektron donorokkal (ferrocen, TMPD) szembeni viselkedé-
siik. Mindezek a hasonlésagok azt jelzik, hogy kozeli és megegyez6 alaptulajdonsagi
allapotokhoz kothets a két komponens. Jelent&sebb eltérést a hémérséklet valtozta-
taséval szembeni viselkedés mutatott. A van’t Hoff abrazolasok egyértelmien jelez-
ték, hogy két teljesen eltérd entalpia- és entropia-valtozés jellemzi a P+QZ — P*
folyamatot a gyors és a lasstt komponensek esetében. A nem relaxalt PTQ7 élla-
potbol nagyon kicsiny entalpia-valtozas (AH ~ 45 meV) vezet a P* elektron ger-
jesztett allapot (vissza-, illetve be-)népesitéséhez, mig ugyanez a folyamat a rela-
xalt PTQ allapotbol AH ~ 620 meV entalpia-valtozast igényel. Mivel mindkeét
szint gyakorlatilag ugyanabban a mélységben van, azaz koriilbeliil ugyanakkora a
szabadenergia-valtozés, ezért az entalpia-valtozasban megmutatkozo kiilonbséget az
entropia-valtozas kompenzéalja.

Inhibitorral gatolva a Q,Qp és a QaQp allapotok kozotti elektrontranszfert a P*
allapothoz képest kisebb csapdamélységgel (és ezért nagyobb keésleltetett fluoresz-
cencia intenzitassal) rendelkez6 PT Q7 allapot populaciojanak novekedését érjiik el.
Kromatofora esetében semleges pH-nal (pH = 7,0) a stigmatellin és a terbutrin inhi-
bitorok hasonlé viselkedését figyeltem meg, azaz mindkét gatloszer hatésa telitésbe
vihets megfelel6en magas koncentracié alkalmazésa esetén.

Alkalikus pH értékeknél (pH = 10,0) ezzel szemben a két inhibitor eltérs viselkedést
mutatott: mig a terbutrin hataséat telitésbe tudtam vinni, addig a stigmatellinnél ez
nem volt elérheté még 50 M inhibitor koncentraciénal sem. Detergensbe agyazott
reakcidcentrumnal nem tapasztaltam ekkora mértéki eltérést a stigmatellin hatasa-
ban, kiilonb6z6 pH értékeknél.

A jelenség hatterében a reakciocentrumnak a membran-kornyezettel kialakitott speci-
alis kolcsonhatésa allhat. Magas pH-n ez a kdlesonhatéas deforméalhatja a masodlagos
kinon kotShely geometriajat, amely egyes inhibitoroknal (jelen esetben a stigmatellin)
a stabilizaciot szolgalod hidrogénhid kotések felszakadasat eredményezheti. Ez a kotési
affinitds oly mértékii csokkenéséhez vezethet, amely az inhibitorral val6 telithet&ség
megfigyelt elmaradasat eredményezi. (I11)

Meghataroztam az ubikinon-4 molekula parcidlis atomi toltéseit kinon és egyszeres
negativ toltéssel rendelkezs szemikinon allapotokra Mulliken-féle populacio-analizis
segitségével gazfazisban (Mopac93 programcsomag felhasznéalaséval), AM1 szemiem-
pirikus kvantumkémiai szinten. A késébbi szimulécidk soran a meghatéarozott tol-
tésértékeket hasznaltam fel. A kiszamolt toltések az 1AIJ struktaraban [35] felvett
geometriara vonatkoznak. (I)

Dokkolési szimulaci6 segitségével meghataroztam az ubikinon-4 molekula kotési sza-
badenergiajat az els6dleges kinon kotShelyre vadtipusii és mutans reakcidécentrumok-
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néal, kinon és szemikinon redox allapotokra. A vadtipus reakciécentrum fehérjének a
rontgenkrisztallografiai adatok alapjan készitett 1A1J jeld struktarat [35] hasznaltam
fel, és a mutans reakciécentrumokat is ebbdl a szerkezetbdl kiindulva készitettem.
AGystesi értékére vadtipus és kinon redox allapotra -13,11 kcal /mol-t kaptam, mely
érték megegyezik a kisérleti adatokkal. M265IS, M265IV és M218MG mutansok-
nal ennél negativabb, mig M218MA és M265IT esetében ennél pozitivabb kotési
szabadenergiat kaptam kinon Aallapotra. A Kisérleti adatok alapjan a pozitivabb
kotési szabadenergidk voltak a varhatoak. Szemikinon allapotban és szimmetrikus
toltéseloszlasnél az M265IS mutans kivételével minden mutansra negativabb kotési
szabadenergia-értéket kaptam, mint a vadtipusiu reakcidocentrum esetében (AGystesi
= -15,29 kcal/mol).

A dokkolasi szimulacioval kapott kotési szabadenergia-értékek (kinon/szemikinon al-
lapotra) felhasznalasaval meghataroztam az ubikinon-4 kézépponti redoxpotencial-el-
tolodasat a vadtipushoz képest a Q4 kotShelyen (felhasznalva, hogy az ubikinonmo-
lekula kozépponti redoxpotencialja viz oldoszerben -145 mV [145]). Az eltolodasok
értékei csak részben mutattak egyezést a kisérleti eredményekkel. Az M218MA és
M265IT mutansok pozitiv eltolodast, mig az M265IS negativ eltolodast mutatott
mindegyik toltéseloszlasnal. (IV)

Szabadenergia perturbacié modszer segitségével modelleztem a kinon redukcidjanak
folyamatét a fotoszintetikus reakciécentrumban. A perturbéci6é soran a kinon atomi
parcialis toltéseit valtoztattam meg, hogy azok megfeleljenek a kinon, illetve az egy-
szeres negativ toltéssel rendelkez szemikinon &llapotoknak. A perturbacio soran a
két allapot kozotti szabadenergia-kiilonbség értéket kovettem nyomon. A szimuléciot
kiilonbo6z6 toltéseloszlasoknal, valamint megel6z6 molekuladinamikai futtatast kéve-
t&en is elvégeztem.

Tekintve a kiindulési (kinon) és végallapot (szemikinon) kozotti szabadenergia-kii-
l6nbséget, és annak eltolodasi iranyat a vadtipusnal kapott értékhez képest a legjobb
kozelitésnek a szimmetrikus toltéseloszlas, és megel6z6 molekuladinamikai szimulécié
egyiittes hasznalata mutatkozott. Ebben az esetben az eltoldédasi sor a vadtipushoz
képest a kovetkezs volt: pozitiv irany: M265IS, negativ irany: M265IV, M218MA és
M265IT.

Megvizsgalva a kinonmolekula metoxi-csoportjainak nyilasszog-valtozasat a redukcid
soran, szembet{ing eltérést csak az M265IS és M218MA mutinsok esetében kaptam,
mindkét esetben a C3-O3-C3H3 metoxi-csoport nyilasszoge nétt meg szemikinon &l-
lapotban (13-15 °-os valtozas). A kinon és kornyezete kozotti hidrogénhid kotések is
megvéaltoznak a redox folyamat sordn. Minden esetben vagy a hidrogénhid kotések
szamanak novekedését, vagy a meglévs kotések kotéstavolsdganak csokkenését figyel-
tem meg. Ez egybevag a kordbbi tapasztalattal, mely szerint az els6dleges kinon
allapotat stabilizélja az elektron felvétele. (IV)
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8. fejezet

Summary

8.1. Introduction

Photosynthesis is one of the basic metabolic processes of the living organisms. Pho-
tosynthesizing species (bacteria, algae and higher class plants) convert the energy of light
into other forms of free energy (redox potential, electrochemical potential of ions and pro-
tons and phosphate-potential) which are directly suitable either to cover the energy need of
the vital processes of the cell or to storage. The ultimate free energy of the photosynthetic
organisms is the radiation of the sun that serves as energy source not only for themsel-
ves, but, indirectly, for other living organisms (e.g. animals and human mankind), as well.
Thus, the photosynthetic species supply the nutrient source for all other living creatures
up to the top-predators being at the end of the food chain. Photosynthetic processes can
basically be divided into two main categories: light reactions and dark reactions. In the
light reactions, sources of the dark reactions are generated (ATP and reduced coenzymes)
making possible the production of high-energy carbohydrates via the succession of diffe-
rent biochemical metabolic processes (dark reactions). Light reactions proceed after the
absorption of the photon with the contribution of specifically oriented pigments embedded
into proteins (pigment-protein complexes). In green plants, where photosynthesis occurs
in the most effective way known so far, NADPH and ATP are generated in the course of
the light reactions. In this process, two photochemical systems (PSI and PSII) contribute
which are well-separated from each other. The water evolving complex connecting to the
PSII is uniquely able to decompose the water to protons and molecular oxygen driven
indirectly by light. A significant part of the absorbed light energy is stored in the form of
proton electrochemical potential that is formed by succession of a series of redox reactions.
The transmembrane protonmotive force is the energy source of ATP synthesis. The other
part of the absorbed light energy by PSII gets on the PSI completing the process with the
absorption of another photon by PSI, resulting in the reduction of the NADP.

The processes of photosynthetic energy conversion in bacteria are considerably more
simple than in higher-class green plants. In bacteria, contrary to green plants, only one pho-
tochemical system (including the light harvesting antennas and the reaction center protein-
pigment complex) operates. As opposed to the linear, partly cyclic electron transport-chain
of green plants, the bacterial one is made up of only one cycle, in the course of which
the charge couple generated in the reaction center gets stabilized. The reaction center of
non-sulfur purple bacteria is similar to the PSII photochemical system of higher plants.
Following the absorption of light by the bacteriochlorophyll dimer (P) of the reaction cen-
ter gets into an excited singlet state (P*). The energy gap between the ground and the
excited states equals to the energy of the absorbed photon, which is 1380 meV in the case
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of Rhodobacter sphareoides [1|. The carrying of electron from the primary donor to the
bacteriopheophytin (Bpheo) is facilitated by the bacteriochlorophyll monomer with the
overlapping of the electron clouds of the primary donor and the acceptor bacteriopheophy-
tin. Hereby, the electron gets to the primary quinone by direct tunneling process with the
help of the nuclear vibration of the peptide skeleton and the bridging residues (the M252
tryptophan and the M218 methionine [2, 3|). More than 98 % of photon-absorbing reac-
tion centers get into this state, i.e. the quantum-efficiency of photosynthesis is nearly unit.
Contrary to this, the energy efficiency of light utilization is much lower, only 30-40 %, as
60-70 % of the energy is lost via the transport of the electron between the cofactors of the
protein. The process with the highest energy loss is the reduction of the primary quinone
(QA). However, this step is important in the irreversible rendering of the charge-separation
1M V0.

The reaction center of the Rhodobacter sphaeroides purple bacteria besides the primary
quinone contains another quinone molecule (secondary quinone, Qpg). The two quinones
are identical from chemical point of view (both are UQig), however, they differ in redox
and binding properties [4]. It is due to the different protein environment [5]. The primary
quinone is located in a strongly hydrophobic environment and one of the protein subunits
of the reaction center (H-subunit) isolates it from the aqueous phase. Due to this environ-
ment, the quinone is not able to accept a proton after the reduction. Under physiological
circumstances, Q4 can be reduced only by one electron, and its doubly reduced form can
be observed only at extreme high light intensity and under strongly reducing circumstances
[6]. Tt is able to form several hydrogen bounds with the surrounding amino acids and struc-
ture waters, consequently binds to the reaction center very strongly and can be removed
only by drastic treatment [7]. Its semiquinone form is rather stable, the free energy change
accompanied with the reduction is considerably more positive at the Q 4 binding site, than
in apolar solvents [9, 62]. The midpoint redox potential of the Q4/Q redox couple is inf-
luenced not only by the steric and electrostatic interactions with the surrounding proteins,
but by the interactions between reaction center-protein and lipid-membrane, as well.

In contrary to the primary quinone, the protein environment of the secondary quinone
contains several polar amino acids, whose electric field decreases the energy of the Qp/Qp
redox couple. The quinone form is bound loosely to the reaction center and can be separated
easily, or substituted with an inhibitor (e.g. o-phenanthroline, terbutrine, stigmatelline) [8].
Its semiquinone form is also very stable, it has 10'? times longer lifetime in the reaction
center than in solution [9]. The midpoint redox potential of the Qp/Qp couple in vivo is
60 mV higher than that of the Q4/Q} couple at pH 8.0 [10]. The complete reduction of
the secondary quinone can proceed in the reaction center: the reduction by two electrons
is coupled to uptake of two protons. The generated dihydro-quinol separates from the
reaction center protein easily and is replaced by one of the free quinones of the membrane
[9, 11].

In addition to the photochemical reaction, the excited dimer can return to the ground
state by photon emission, as well. The light emission of the bacterial reaction can occur
either by prompt or delayed fluorescence. As both forms of emission originate from P*, they
cannot be separated spectrally. However, their decay times and intensities are significantly
different. While the prompt fluorescence decays in a few nanoseconds after the excitation,
the delayed fluorescence can be observed in a much more extended time domain due to the
slow back reactions (P*Bpheo~ — P*Bpheo, PTQ, — P*Q4 and PTQ; — P*Qp) of the
precursors [12]. The intensity of the delayed fluorescence is several orders of magnitudes
lower than that of the prompt fluorescence. The rate constant of decay of the delayed
fluorescence equals to that of the disappearance of the charge-separated state by charge
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recombination, which proves that the delayed fluorescence originates from leakage type
process [13]. Based on the intensity of the delayed fluorescence in the millisecond range
relative to that of the prompt fluorescence, the free energy level of the PTQ} charge-
separated state relative to the free energy level of the excited dimer can be determined [14].
This is a special and unique feature of the delayed fluorescence as other methods can hardly
give the chance of direct determination of the free energy gap. In addition, the sensitivity
of the method based on measurement of delayed fluorescence is surprisingly high. I tried to
utilize these advantages of the millisecond delayed fluorescence by systematic modification
of several factors that determine the midpoint redox potential of the primary quinone. The
application of combined methods (mutation, delayed fluorescence and model calculations)
to the primary quinone opened the stage for widespread structural and functional studies
of the reaction center protein.

8.2. Aims

The most important aim of this study was the design and production of reaction center
mutants in the binding pocket of the primary quinone to investigate the effect of the amino
acids of the protein and lipids of the membrane on the thermodynamics of the primary
quinone. The first priority will be the determination of the absolute free energy gap between
the P* and the P+Qz states in wild type and mutant reaction centers by comparison of
the intensities of prompt and delayed fluorescence emitted by the primary donor of the
reaction center. By use of the values of the free energy gaps, I'll determine the in situ
midpoint redox potential of the Q4/Q, redox couple in the mutants.

The reaction center structure with atomic resolution determined by X-ray diffraction
study makes possible to calculate the thermodynamic properties of the mutants with com-
puter simulations. Using docking simulations in wild-type and mutant reaction centers, I
will calculate the binding free energies of the quinone and semiquinone molecules, and I
will estimate the midpoint redox potential of the Q4/Q redox couple. Additionally, by use
of the free energy perturbation method, I will model the reduction process of the primary
quinone molecule in wild-type and mutant reaction centers.

With the application of cardiolipin (diphosphatide-glycerol), as model-lipid I will in-
vestigate the interaction between the reaction center protein and the lipid-environment.
I‘'m curious how does it affect the charge-recombination process and how does it influence
the free energy level of the charge couple (PTQ}) relative to the energy level of the excited
primary donor.

With the investigation of the delayed fluorescence of the reaction center embedded into
membrane fragment (chromatophore) I will get further information about the effects of
reaction center proteins and lipid membranes on the Q4. In addition to these studies, I
will characterize the complex kinetics of the decay of the delayed fluorescence emitted by
chromatophore and special attention will be paid to the fastest kinetic component.

8.3. Materials and methods

Bacterial strains:

e Rhodobacter sphaeroides R-26 blue-green, carotenoidless strain as wild type,

e Rhodobacter sphaeroides GA green, carotenoid-containing strain as wild type, and
mutant strains are made by site-directed mutations of the Q4 site in GA wild type:

89



- M265IV 1eM265 _, Val apolar mutant.
- M265IS [eM265 _, Ser polar mutant.
- M265IT 11eM265 _ Thr polar mutant.
- M218MA MetM?18 — Ala mutant.

- M218MG MetM?® —, Gln mutant.

e CYCAT1 cytochrome co-deficient derivative of Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 wild-type
strain.

8.1 abra Protein environment of the primary quinone (Qa) in wild-type reaction
centers. Met™?218 and 11eM2%5 side chains are shown by sticks. The M259-M262 segment
is shown by lines. The figure is drawn and rendered by PyMOL. The coordinates are
from 1AIJ [35] for R26 reaction centers.

Standard protein purification methods were used to isolate the reaction centers of
the non-sulfur purple photosynthetic bacteria Rhodobacter sphaeroides: the bacterial cells
were disrupted by ultrasonic treatment, membrane fragments (chromatophores) were obta-
ined by ultra-centrifugation, and the reaction centers were solubilised by LDAO detergent
and ammonium sulfate. The purification of the reaction centers were purified by DEAE-
Sephacell ion-exchange chromatography.

The purified mutant reaction centers arrived in frozen state from the group of Prof.
Colin A. Wraight (Uversity of Illinois, Biophysics and Plant Biology Center for Biophysics
and Computational Biology, Urbana-Champaign, USA).

8.3.1. Measurement of flash-induced absorption change

The concentration of the reaction center and the charge recombination kinetics were de-
termined from the flash-induced absorption changes of the primer donor (P) at 430 nm and
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605 nm in isolated reaction centers and chromatophores, respectively. The measurements
were carried out with a homemade single-beam spectrophotometer [69].

8.3.2. Measurement of delayed and prompt fluorescence

The kinetics of the millisecond delayed fluorescence of the reaction center after single
flash excitation was measured with a homemade fluorometer [117]. The major difficulties
arose from the extremely low yield of delayed fluorescence (in the range of 107?), the near-
infrared emission wavelength (the maximum of fluorescence is centered at 920 nm), and
the intense of the prompt fluorescence emitted during excitation. The reaction center was
excited by a frequency-doubled and Q-switched Nd:YAG laser flash (Quantel YG 781-10,
wavelength 532 nm, energy 100 mJ and duration 5 ns). The laser beam was introduced
into a light-tight box through a green-filter (Schott BG-18). The sample was in a thermos-
tated 1 cm rectangular quartz cuvette selected for extremely low fluorescence ("far UV";
Thermal Syndicate Ltd.). The fluorescence of the reaction center was focused through an
infrared cutoff filter (Schott RG-850) onto the photocathode of a red-sensitive photomul-
tiplier (Hamamatsu R-3310-03). Temperature of the sample was measured with K-type
(NiCr-Ni) digital thermometer (Vermer VE 305K).

256 and 128 trace of the delayed fluorescence kinetics were averaged in isolated reaction
center and chromatophore, respectively. The signals were collected, stored and analyzed
with a personal computer.

8.3.3. Calculation of free energy drop from P* to PTQ},

The free energy gap between P* and PTQ states (AGp«4) was calculated by compari-
son of the delayed and prompt fluorescence yields according to Arata and Parson [14]. The
Qp binding packet was blocked with inhibitor during experiments. The integral intensities
of delayed and prompt fluorescence were measured in the same sample (contained isolated
reaction centers) but at very different excitation intensities (both in the linear region) to
give similar emission intensities. The integrated intensity of the delayed fluorescence was
determined by a one-exponential fit to the decay of the delayed fluorescence signal; the
integrated intensity of prompt fluorescence was determined by electronic integration of the
prompt fluorescence, using a time constant (1 ms) similar to that of the delayed fluores-
cence decay time. If the integrated fluorescence intensities were takes as the product of the
amplitude and decay time of fitted curves, we get the following expression:

G5 Axi T
ki-dp  Ap-7p
where kp is the Boltzmann-constant, T is the temperature, ¢ is the prompt fluorescence
yield of P* in reaction centers (4.0 & 1.5 - 107%), k¢ is the radiative rate constant for
reaction center bacteriochlorophyll (=~ 8 - 107s~!, from Strickler-Berg relationship [119]),
¢p is the quantum yield of charge separation (0.98 £ 0.04), A is the amplitude, 7 is the
lifetime of the fitted curves, and tgier is the transmission of the glass plate and the gray
filter were used in case of prompt fluorescence measurement.

AGp+g = kT - ln( : tﬁlter)a (81)

8.3.4. Computer simulations

The mutant reaction centers were made of employment of 1AIJ structure [35] with
mutagenesis module of the PyMol software package [144].
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The atomic partial charges of the ubiquinone-4 molecule in states of quinone and semi-
quinone were determined by Mulliken population analysis, at the level of the semi empirical
quantum chemical method AM1 implemented in Mopac93 [143].

Molecular dynamics and free energy perturbation simulations were carried out with
Q-package (developed by Johan Aqvist and coworkers) [147].

The docking simulations of the quinone molecules to the reaction center protein were
carried out with AutoDock 3.0.5 [154]. The input files were prepared with AutoDockTools
software-package.

8.4. New results

1. The free energy drops from P* to PTQ} were determined from the ratio of the
intensities of the delayed and prompt fluorescence of bacteriochlorophyll dimer of
Rhodobacter sphaeroides GA wild-type and Q4 site mutants isolated reaction centers
in the physiological pH range. The standard free energy of the primary stable charge
pair (PTQ7) relative to that of the excited dimer at pH 8.0 was found to be -890 +
5 meV with native ubiquinone-10 as Q4, in the absence of any secondary quinone,

for GA wild-type. (II)

2. M265IV mutant reaction centers exhibited almost unaltered delayed fluorescence,
compared to GA wild-type, in the physiological pH range, but with a somewhat
flatter pH dependence. The AGp+4 was found to be -890 + 10 meV at pH 8.0 for
M2651V mutant reaction centers, which was in a good agreement whit the value of
GA wild-type at the same pH. At pH 10.5, AGp+4 for M265IV reactions centers
was 20 meV more negative than for GA wild-type reaction centers, because of the
different pH dependency. (II)

3. The two M265 polar mutants (M265IS and M265IT) gave substantially higher delayed
fluorescence emission intensity than GA wild-type reaction centers at the physiolo-
gical pH range, indicating a much smaller energy gap between P* and PTQj. The
AG px 4 was found to be -830 4+ 10 meV for M265IS and -775 & 5 meV for M265IT
at pH 8.0. Compared to wild-type reaction centers, these values correspond to shifts
in the midpoint redox potential (E,,) of Q4 of -60 mV and -115 mV, respectively.
Based on the available data of reaction center structures and the former FTIR stu-
dies, the following explanation is given to this phenomena: The substantial change in
FE,, of Q4 seen in the polar M265 mutants arises from subtle changes in the length
of the hydrogen bonds from quinone environment to quinone carbonyls. It was pro-
posed that the hydroxyl group of serine and threonine side chains is hydrogen bonded
to the peptid carbonyl of ThrM?61 pushing away the extended backbone region of
M259-M262. The Ala™?%0 also moves away from the primary quinone, which resi-
due resides within hydrogen bond length from Q4 in wild-type reaction centers. The
transformed environment and the rearrangement of hydrogen bonds (which is stabi-
lized the quinone) were caused the altering of the redox properties of the primary
quinone. (II)

4. The M218MA and the M218MG mutants also gave substantially higher delayed flu-
orescence emission intensity than wild-type reaction centers at the physiological pH
range. The AGp+ 4 was found to be -835 £ 20 meV for M218MA and -805 + 10 meV
for M218MG at pH 8.0. These values indicate E,, shifts for Q4 of -55 mV and -85
mV, respectively. Both M218 mutants showed qualitatively similar pH dependencies
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to those of GA wild-type and the M265 mutants.

In the absence of a secondary donor to re-reduced P, back reaction of the charge-
separated state, P+QZ, was monitored as P recovery at 430 nm. In wild-type reaction
centers, the apparent rate constant (k:ﬁ) is about 9 s™!, at room temperature. In both
M218 mutants this rate was accelerated: k4 = 27 s~1 for M218MA, and k:f; — 38571
for M218MG. In the wild-type, with ubiquinone-10 as Q 4, the recombination process
is by direct tunneling from Q to P* [139]. However, as the redox potential of Q4
is lowered, e.g., by mutation, a thermally activated route via PTBpheo~ becomes
accessible. The accelerated back reaction process is the unambiguous sign that the
thermally activated route turns on.

The structural basis for the substantial effect of the M218 mutations is not known
at this time. The substituted residues, alanine and glycine, are very much smaller
than the native methionine, which closes off one side of the Q4 pocket and contri-
butes to the packing between Q4 and Bpheoy. Beside the methionine the Thr?/252
also acts as a direct tunneling route to the Q4 for electrons to reduce the primary
quinone [2, 3|. It is possible that the small side chain volume of the mutant residues
allows sequestration of one or more water molecules close to the quinone. The E,,
shifts in these mutants with anthraquinone as Q4 is significantly smaller than for
the native ubiquinone (basis on recombination kinetics measurements). This might
indicate that the large anthraquinone moiety fills more of the available space than
does ubiquinone. (II)

. Addition of cardiolipin to isolated reaction centers in detergent suspension caused
a significant slowing of the back reaction (charge recombination) of PTQp. The
effect showed half saturation at about 10 - 20 uM cardiolipin. Since the major route
for recombination is via the PTQ} state [63, 81, 141], this is indicative of a large
equilibrium constant for the one electron transfer, Q,Qp «+— Q,Qpz. With 100 uM
cardiolipin, at pH 8.0, the slowing was approximately 3-fold, consistent with a 30
meV increase in the free energy drop from Q to Qp. The effect was constant across
the pH range, from pH 6 to 10.5. The relative amplitude of the slow phase of the back
reaction also increased from 70 % to >90 % in the presence of cardiolipin, indicating
a substantial increase in the functional occupancy of the Qp site.

The intensity of delayed fluorescence from wild-type reaction centers with inhibited
by terbutrin, was increased 5 - 7-fold in the presence of cardiolipin. Comparison of
the integrated intensities showed the magnitude of AGp+4 to decrease by 30 + 10
meV. The increased delayed fluorescence yield from PTQ and slowing of the PTQj
back reaction by low levels of cardiolipin show that this lipid lowers the FE,, of Q4
by 30 - 40 mV. (II)

. Upon identical reaction center concentrations in chromatophore and in detergent sus-
pension, the intensity of the delayed fluorescence is two order of magnitudes higher in
chromatophore than in micelles. The possible reason of this behaviour is the different
environment of the reaction centers in the two media. The protein in micellar solu-
tion forms weak interactions with the disordered detergent molecules. On the other
hand in membrane fragments, the interaction between the reaction center protein
and the lipid molecules becomes dominant and shifts the midpoint redox potential
of the primary quinone.

We have seen in the previous point, that the mutation of the Q4 site residues caused
significant shifts in the midpoint redox potential of the Q4/Q, redox couple. If this
shifts occurs to the negative directions, the delayed fluorescence intensity increases
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exponentially. We found the same effect in case of interaction of the cardiolipin mo-
lecules and reaction centers, which was a good approach of the native membrane
environment. Based on numerous similar experiments, the native membrane could
shift the midpoint redox potential of the Q4/Q}, redox couple by 100 mV to negative
direction compared to detergent suspension. I draw the conclusion from these facts
that the interaction between the redox center of the reaction centers and the native
membrane lipids is one of the major factors which caused the observed change in
delayed fluorescence intensity.

. I observed that the delayed fluorescence intensity decreased by one-two orders of mag-
nitudes, while the prompt fluorescence intensity increased 2-3-fold during titration
of zwitterionic detergent (LDAO) to chromatophore. In chromatophore, in contrast
to isolated reaction centers, there is tight cooperation between the light harvesting
systems and the reaction center protein in addition to the reaction center-membrane-
lipid interaction. While in isolated reaction centers the delayed fluorescence originates
from the bacteriochlorophyll dimer, in chromatophore the precursor of the delayed
fluorescence can be an antenna bacteriochlorophyll, as well. Here the P* state (which
is formed during the back reaction) may delocalize in the antenna complex via very
efficient the energy-(exciton) transfer from the reaction centers. If this occurs then
the photon is emitted by one of the antenna-pigments, and the emission yield can be
different from that of the dimer in the reaction center.

The increase of the concentration of the LDAO causes the weakening of the coope-
ration between reaction centers and antenna-system and can finally break it up. The
experimental results show that the yield of the fluorescence depends on the location
of disappearance (deactivation) of the electron excited state (exciton): it can happen
either in the bacterioclorophyll dimer of the reaction center or in the antenna sys-
tem. Based on the LDAO titration experiments, the yield of the fluorescence in the
antenna system is smaller than in the dimer of the reaction centers.

. Upon inhibition of the electron transfer between the Q4 and Qpg, I found a new and
fast (lifetime ~ 10 ms) component in the milliseconds delayed fluorescence kinetics
of chromatophore, in addition to the slow component (lifetime ~ 100 ms), which
represents the P+QZ — PQ 4 back reaction. I could not find component of equivalent
lifetime neither in absorption change kinetics of oxidized dimer, nor in millisecond
delayed fluorescence kinetics of isolated reaction centers. The simplest explanation of
this new component could be related to the not complete relaxation of the PJFQ;1 state
in the (sub)millisecond time range. I argue for a hot transient state (it is not relaxed)
of the charge separated state (P+QZ) and the protein environment. The relaxation
of this transient state needs long time. The reason why we can not make distinction
between the two components in absorption is that the relaxed and unrelaxed states
both belong to the same redox state. Thus, the hot transient state is "silent" in
absorption kinetics, but not in delayed fluorescence kinetics.

The fast and the slow components of delayed fluorescence behave similarly under
numerous treatments. The free energies of the two states showed similar dependency
on pH, detergent (LDAO) concentration, actual redox potential or concentration
of external electron donors (ferrocene and TMPD). The similar behaviour to these
treatments indicates that the two components might have common origin, i.e. they
reflect the same redox state but different vibrational state of the primary charge
pair. The latter property is supported by the different temperature dependence of
the components. The van’t Hoff plots of the different components reveals that the
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10.

11.

12.

process is entropy- and enthalpy-driven in the fast and slow component, respectively:
small enthalpy-change (AH ~ 45 meV) describes the back reaction from the non-
relaxated P+Qz state to the P* electron excited state, while the same process needs
much larger enthalpy-change (AH ~ 620 meV) from the relaxed P*Q7; state. Because
the free energy levels of the two states are very close to each other, the difference in
enthalpy-change is compensated by entropy-change.

By block of the electron transfer between Q,Qp and Q4Qp with an inhibitor, the
population of PTQ7 charge separated state and therefore the intensity of delayed
fluorescence will increase. Stigmatellin and terbutrin inhibitors tested on chromato-
phores at neutral pH (pH = 7.0) were found to act similarly. The effect could be
saturated by high enough concentrations.

In contrast, at alkaline pH (pH = 10.0) the inhibitors showed different behaviour: the
effect of terbutrin could be saturated but stigmatelline (even at high concentrations
as 50 uM) not. For reaction centers solubilized in detergent, this large different was
not present. To explain this behaviour, we have to assume special interactions of
reaction centers with its surroundings. The interactions can deform the geometry of
the secondary quinone binding site at high pH values leading to break of hydrogen
bridge bonds that have important role in stabilization of the inhibitor (e.g. stigmat-
ellin). This process can result in efficient decrease of binding affinity and can cause
the observed loss of activity of the inhibitor. (III)

The atomic partial charges of the ubiquinone-4 molecule were determined in two redox
states (quinone and semiquinone) by Mulliken population analysis, at the level of the
semi empirical quantum chemical method AM1 implemented in Mopac93 [143]. The
atomic partial charges relate to the geometry of the ubiquinone molecule is described
in the 1ALJ structure [35]. The determined charges were used in the subsequently
simulations. (I)

The binding free energies for ubiquinone-4 molecule to primary quinone binding site
in reaction center protein was determined by docking simulation in two redox states
(quinone and semiquinone) of the quinone. 1AIJ structure [35] was the initial geo-
metry of the wild-type reaction center protein and it was the basis of the construction
of the mutants structures.

The AGhing of the quinone state was found to be -13.11 kcal /mol for wild-type which
is in the good agreement with the experimental data [61]. The binding free energies
were more negative for M265IS, M265IV and M218MG mutants and more positive
for M218MA and M265IT mutants than wild-type in case of quinone state. More
positive values were expected based on the experimental data. The AGyping of the
semiquinone state was -15.29 kcal /mol in symmetrical charge distribution for wild-
type reaction center and all mutants gave more positive values except of M265IS.
By use of these binding free energies and the midpoint redox potential of ubiquinone
in water solvent (-145 mV [145]), I calculated the shifts of the midpoint redox poten-
tial of Q4/Q}, redox couple for mutants reaction centers compared to wild-type. The
tendency of these shifts showed partial agreement with the experimental results. The
midpoint redox potential of the primary quinone was shifted in positive direction for
M218MA and M265IT mutants, and in negative direction for M265IS independently
what charge distribution in semiquinone state was used. (IV)

The reduction of the primary quinone in reaction center protein was modeled by free
energy perturbation method (FEP). The change of the atomic partial charges during
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the reduction process (quinone gradually turns to semiquinone) was considered as
perturbation. I followed the free energy gap between the two states (Q4 and Q) in
the course of simulation process for different charge distribution of the semiquinone
and in case of different types of starting geometry (with or without previous mole-
cular dynamics simulation).

I got the best agreement with experimental data when I used symmetrical charge
distribution of semiquinone and the geometries were equilibrated by previous mole-
cular dynamics. In this case the shifts of the midpoint redox potential of the Q4/Q}
redox couple compared to wild-type was the following: M265IS (positive direction),
and in the negative direction: M265IV, M218MA and M265IT.

The angle of the methoxy-groups of the quinone molecule changed only in two stra-
ins (M265IS and M218MA mutants) during the reduction process. The changes of
the angle of C3-03-C3H3 methoxy-group were 13 - 15° in both case. Changes were
observed also in the number and in the length of the hydrogen bonds formed bet-
ween the quinone molecule and the protein/water environments during the reduction
process. I found, that the reduction process increased the number of the hydrogen
bonds and/or decreased the length of the bonds. This behaviour is in fair agreement
with the experimental observations, that the state of primary quinone is stabilized
by the acceptance of the electron. (IV)
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